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RESUMEN

Se utilizaron 343 pollitos de engorda de un dfa de edad en dos experimentos. En el primer
experimento 50 pollos fueron distribuidos aleatoriamente en 3 grupos de 15, mds 5 para muestreo
bacterioldgico. A los 17 dfas de edad, se inoculé en promedio 2 ml de solucién salina fosfatada estéril (SSF),
por via endovenosa a cada ave del grupo 1, mientras que en los grupos 2 y 3 se les administré 5 fluorouracilo
(5-FU) en solucién a dosis de 200 y 300 mg / kg de peso respectivamente. A 10 aves de cada grupo se les
tomd una muestra sanguinea a los dfas 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 15 postratamiento (PT) para realizar un
conteo total y diferencial de leucocitos, posteriormente, se obtuvo la proporcion de leucocitos
polimorfonucleares / leucocitos totales (LPMN / Ly). En este estudio se observé que la proporcion de LPMN
/ Ly en los grupos tratados con 5-FU disminuyé a partir del dfa | hasta el dfa 9 PT, los valores mas bajos se
presentaron del dfa 7 al dfa 9 PT y los valores normales se recuperaron hasta el dfa 15 PT. Se encontraron
diferencias altamente significativas (P < 0.001) entre los grupos, entre los dfas de muestreo, as{ como en la
interaccion de la dosis de 5-FU y el tiempo postratamiento en relacion a las proporciones de LPMN/ L.
También se observaron diferencias (P < 0.05) entre las proporciones de LPMN /Ly de las aves tratadas con
5-FU en comparacion con las aves del grupo testigo, asf como entre los dlas de muestreo en los grupos
tratados. En el segundo experimento, 293 pollitos fueron asignados aleatoriamente en 4 grupos: 1) testigo, 2)
tratado con 5-FU, 3) infectado con E. fenella y 4) tratado con 5-FU y luego infectado con E. fenella, La
administracion del 5-FU se realiz6 a la misma edad y en la misma forma que en el experimento 1, a dosis de
200 mg / kg de peso. Los 4 tratamientos con 12 aves cada uno se realizaron 6 veces con la variante del dfa de
infeccién por via oral con 5,000 ooquistes esporulados de E tenella en los grupos 3 y 4 a uno de los
siguientes 6 dlas: 2, 4, 6, 8, 10 y 12 PT con 5-FU. En los grupos tratados con 5-FU se observaron
proporciones similares de LPMN / Ly a las de los grupos tratados con 5-FU y luego infectados con E.
tenella. Los grupos infectados Unicamente con el pardsito presentaron dos picos en las proporciones de
LPMN /Ly (P<005), alos dlas 1 al 2y 5 al 6 posinfeccion en comparacién con los grupos testigo, La
mayor produccién de ooquistes (P = 1.611 e-07) se observé en las aves infectadas 2 dias PT con 5-FU,
también se encontraron diferencias (P < 0.05) a los dlas 6, 10 y 12 de infeccién PT con 5-FU en
comparacion con las aves que no recibieron el farmaco. El grado de severidad de las lesiones cecales fueron
superiores (P < 0.05) en las aves infectadas a los dlas 4, 6 y 10 PT con 5-FU en comparacién con las aves

que no fueron tratadas con 5-FU.

Palabras clave: Pollos de engorda; 5 fluorouracilo; 5-FU; Leucocitos; Leucocitos polimorfonucleares;

Granulocitopenia; Coccidiosis aviar; Eimeria tenella,
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Involvement of polymorphonuclear leukocytes in broilers infected

with Eimeria tenella,

SUMMARY

343 one-day-old broiler chicks were used in two experiments. In the first study, fifty of which
were randomly assigned into 3 groups of IS5 birds each and 5 chicks were used for bacteriologic
monitoring. On the day 17" of age the control group (1) was intravenously inoculated with (2 ml on
average) sterile phosphate-buffered solution (PBS), pH 7.4 and the groups 2 and 3 were inoculated with a
single dose of 200 and 300 mg / kg body weight (BW) 5 fluorouracil (5-FU) to each bird, respectively. At
the days 1, 3, 5,6, 7, 8,9, 10, 12 and 15 postinoculation (PI), 10 chicks from each group per day were
bled for counts of total and differential white blood cells and determination of polymorphonuclear
leukocytes / total leukocytes (PMN / TL) ratio. A fast reduction in PMN / TL ratio started since day 1
after 5-FU treatment and a further reduction in PMN / TL ratio occurred from day 7 to day 9 PI. At day
15 PI, birds treated with 5-FU recovered their PMN / TL ratios to the normal. There were highly
significant differences (P<0.001) in PMN / TL ratio between groups, between days Pl, as well as in the
interaction 5-FU dosage and time PI. A significant reduction (P<0,05) in the PMN / TL ratio was found
in birds given 200 and 300 mg / kg BW 5-FU and between days, compared with the control birds,
Clinical signs of toxicity appeared in birds given 300 mg / kg BW 5-FU. In a second experiment, 293
chicks were assigned into 4 groups: 1) control group, 2) treated with 5-FU, 3) infected with E. tenella and
4) infected with E. tenella after 5-FU treatment. The administration of 5-FU was the same as in the first
experiment with 200 mg/kg BW. The 4 groups of 12 birds each were to carry out 6 times, giving orally
5,000 sporulated oocyst of E. tenella in both 3 and 4 groups at one of the following six days: 2, 4, 6, 8, 10
and 12 5-FU PI. At days I, 3,5, 7, 8,9, 10, 12 and 15 PI, 10 chicks from each treatment into each group
per day were bled in order to measure PMN / TL ratio. PMN / TL ratios were similar in both 2 and 4
groups. The groups infected only with E. fenella showed two peaks of PMN / TL ratio (P < 0.05) in
comparison with control groups, these occurred at | to 2 and 5 to 6 days after E. tenella infection. The
greatest E. tenella oocyst production (P = 1.611 e-07) was found on infected birds 2 days after 5-FU
treatment, whereas it was greater (P <0.05) in chickens infected 6, 10 and 12 days after 5-FU treatment than
birds without 5-FU. Cecal lesion scores in the birds infected with E. tenella at days 4, 6 and 10 of 5-FU
treatment were greater (P < 0.05) than birds without 5-FU,

Keywords: Chickens; 5 fluorouracil; 5-FU; Polymorphonuclear leukocytes; Granulocytopenia; Depletion of

polymorphonuclear leukocytes; Avian coccidiosis; Eimeria tenella.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION
1.1 Definicion de la coccidiosis aviar

La coccidiosis aviar (CA) es una enfermedad del aparato digestivo causada por
protozoarios del género Eimeria. Clinicamente se caracteriza por producir diarrea, anemia,

mala digestién y mortalidad variable (Moreno, 1992; McDougald y Reid, 1991).

1.2 Historia

En 1826, Leeuwenhoeck observé por primera vez un protozoario en los conductos
biliares de conejo, al que posteriormente se le llamé Eimeria stiedae. Leucart en 1879
utilizé la palabra Coccidium y defini6 a los parasitos como elementos intracitoplasmaticos

de forma esférica u oval (Ruiz, 1990).

Eimer en 1870 logra diferenciar las formas asexuales y sexuales e indica que los

ooquistes son las formas de transmisién de la infeccion (Ruiz, 1990).

Railliet y Lucet en 1891 describieron al Coccidium tenellum como un parésito del

ciego de pollos, causante de la coccidiosis en diferentes tipos de aves (Kheysin, 1972).

Schaudinn en 1900 describio el ciclo biolégico de una coccidia y Hardley en 1911
public6 un estudio morfolégico de E. avium, que mas tarde se llamé E. tenella y a la cual se

le responsabilizé de causar la coccidiosis en pollos y gallinas (Ruiz, 1990).

Tyzzer et al., de 1929 a 1932, realizaron un estudio detallado de la biologia y la
patogenia de E. tenella. Ademas identificaron y describieron a E. acervulina, maxima,

necatrix y mitis en pollos y E. meleagridis, meleagrimitis y dispersa en pavos (Ruiz, 1990;



McDougald y Reid, 1991). Posteriormente se identificaron otras especies: Levine en 1924
(E. brunetti) y en 1938 (E. hagani), Jonhson en 1930 (E. praecox y E. necatrix), Edgar y
Sibold en 1964 (E. mivati) en pollos y (E. adenoides) en pavos (McDougald y Reid,
1991).

El control de esta parasitosis inicié con el descubrimiento anticoccidial de las
sulfas ‘por Levine en 1939; sin embargo, debido al desarrollo de resistencia por parte de las
coccidias a los agentes farmacolégicos, se estudian formas alternativas para su futuro
contro!l (Lillehoj y Trout, 1993).

1.3 Importancia de la enfermedad

La coccidiosis es un problema en varias especies animales. Sin embargo, I
industria avicola se ve particularmente afectada porque la explotacidn intensiva de las aves,
la presencia de factores estresantes y la presion de produccion entre otros factores, han
modificado el equilibrio natural del pardsito con su hospedero y creado condiciones

favorables para su presentacién (McDougald y Reid, 1991).

La importancia de la CA es principalmente econémica debido a que afecta los
pardmetros productivos. El pardsito se multiplica en las células intestinales, ocasiona dafio
tisular, afecta la digestion, la absorcién y el metabolismo de los nutrientes, por lo que causa
anemia y deshidratacién y predispone a la presentaciéon de otras enfermedades. Ademads,
aumenta la mortalidad y los costos de produccién debido al uso continuo de anticoccidianos

para prevenirla (Moreno 1989; McDougal y Reid, 1991).



1.4 Epidemiologia
1.4.1 Distribucién geogrifica

En México como en todo el mundo, la CA es la parasitosis mds importante y
comin en la industria avicola (McDougald y Reid, 1991; Moreno, 1992). Su presencia es
practicamente inevitable en las explotaciones avicolas tanto risticas como comerciales,
debido a que las coccidias que afectan a los pollos son agentes cosmopolitas (McDougald y
Reid, 1991; Moreno, 1992; Borges, 1994). Sin embargo su presentacién es mas frecuente er

zonas con clima frio y himedo (McDougald y Reid, 1991).
1.4.2 Especies susceptibles

Las coccidias tienen alta especificidad de especie; las especies que afectan a los
pollos no afectan a ninguna otra especie de aves, ni viceversa (Long, 1990; Vervelde et al,
1996).

La coccidiosis es en gran parte una enfermedad de animales jovenes. Sin embargo,
los pollos recién nacidos no son susceptibles a la infeccién debido a la insuficiencia de
quimotripsina y sales biliares para ocasionar el desenquistamiento, mientras que las aves de
3 a 6 semanas de edad son las mas cominmente afectadas (Long, 1990; McDougald y Reid,
1991). La infeccion es poco frecuente en aves adultas, por que la CA es una parasitosis de
naturaleza autolimitante y después de la exposicion, se desarrolla inmunidad con rapidez
que protege a las aves contra brotes de la misma especie. Aunque es comun la infeccién con
dos o més especies de coccidias, es posible que se presenten varios brotes con diferentes
especies en una parvada debido a que no existe inmunidad cruzada (Long, 1990;

McDougald y Reid, 1991; Moreno, 1992),



1.4.3 Transmisién

Las aves infectadas pueden eliminar ooquistes en las heces por varios dias o
semanas, los cuales aumentan en niimero entre las 4 y 5 semanas de edad y posteriormente
disminuyen (Moreno, 1992). La enfermedad se disemina dentro y entre granjas en form:
mecénica (McDougald y Reid, 1991),

1.5 Etiologia

Las coccidias pertenecen al phylum Apicomplexa y a la familia Eimeriidae.
Existen cerca de 900 especies que afectan ranidos, anélidos, insectos, reptiles, anfibios, aves
y mamiferos (Pellerdy, 1974). Se reconocen siete especies de Eimeria que producen
infecciones caracteristicas en pollos: E. tenella, E. maxima, E. acervulina, E. necatrix, E.
brunetti, E. imitis y E. praecox, ya que E. hagani y E. mivati no han sido aceptadas como
especies distintas (Long, 1990; McDougal y Reid, 1991; Lillehoj y Trout, 1993).

En Meéxico las especies de Eimeria mas frecuentes en pollo de engorda son: E.
tenella y E. acervulina, las cuales afectan principalmente a las aves entre las 4 y 6 semanas de
edad (Moreno 1992). Existen ademds dentro de cada especie, cepas con diferente grado de

patogenicidad (Moreno, 1989).
1.5.1 Caracteristicas biol6gicas de las Eimerias en las aves

Las Eimerias son pardsitos con un alto grado de especificidad, no sélo son
especificas de hospedero, también infecta tejidos, 6rganos y regiones particulares dentro del
ave, asf como parasitan células especificas dentro de un tejido (Long, 1990). Ademds, tienen
un alto potencial reproductivo y un ciclo de reproduccién corto y complejo, por lo que se
difunden répidamente en la parvada (Moreno 1989; McDougal y Reid, 1991).



E. tenella se distingue de las demés especies de Eimerias que afectan a las aves por
localizarse en el epitelio, ldmina propia, tinica y criptas de Lieberkhiin de los ciegos
(McDougal y Reid, 1991).

1.5.2 Ooquiste esporulado

El ooquiste esporulado es un zigoto de forma ovoide de doble pared que contiene 4
esporoblastos y cada esporoblasto contiene a su vez dos esporozoitos (Figura 1). Los
ooquistes de las Eimerias que afectan a los pollos miden desde (11 a 18 ym) X (12 a 19
um) hasta (16 a 30 um) X (22 a 42 pm) de ancho por largo respectivamente (Long, 1990;
McDougal y Reid, 1991). Los ooquistes de E. tenella se caracterizan por medir 22 x 19 umen
promedio (McDougal y Reid, 1991) (Figura 1).

1.5.3 Ciclo de vida de Eimeria tenella

La infeccién por E. fenella inicia con la ingestién de ooquistes esporulados.
Posteriormente la pared del ooquiste se rompe por la accién mecanica de la molleja y el efecto
de la temperatura del hospedero. Finalmente, los esporozoitos se liberan en el lumen intestinal
por accién de enzimas pancredticas y sales biliares (Long, 1984 y 1990, McDougal y Reid,
1991) (Figura 2). Mientras que los esporozoitos de E. brunetti y E. praecox se desarrollan
dentro de las células epiteliales del intestino, los esporozoitos de E. tenella al igual que los de
E. acervulina y E. necatrix son transportados del epitelio a las células epiteliales de las criptas
intestinales por leucocitos intraepiteliales (LIE), para su posterior desarrollo, (Pellerdy, 1974;
Lawn y Rose, 1982; Long, 1984; Fernando, 1987).

Cada esporozoito pasa al estado de trofozoito, el cual se multiplica por fisién binaria
y da origen a un esquizonte de primera generacién del segundo al tercer dia posinfeccion, éste
da lugar a2 900 merozoitos de primera generacion, cada uno de los cuales penetra a una nueva
célula y de €l se originan de 200 a 350 merozoitos de segunda generacion que del cuarto al

quinto dia posinfeccion inician la ruptura de los enterocitos y se liberan, con la subsecuente

5



aparicién de hemorragias macroscépicas (Long, 1990; Lillehoj, 1989). Los merozoitos de
segunda generacion penetran a otras células intestinales para formar a los micro y
macrogametos, cada microgametogonia produce un gran nimero de microgametos
biflagelados, los cuales fertilizan al macrogameto al sexto dia posinfeccién y al séptimo dia
dan origen a un cigoto con pared gruesa que posteriormente se libera de la célula y se elimina

en las heces como ooquiste no esporulado (Long, 1990; Lillehoj y Trout, 1993).

La fase de esporogonia dura 48 horas o més y se realiza en el suelo bajo condiciones
apropiadas de oxigeno, humedad y temperatura (29 a 30 °C) y al concluir da origen a un
ooquiste esporulado con capacidad infectante (Moreno, 1989; Long, 1990; Lillehoj y Trout,
1993) (Figura 3).

1.5.4 Resistencia a agentes fisicos y quimicos

Los ooquistes son relativamente resistentes a ambientes extremos, as{ como a los
desinfectantes y antibiticos comunes. Sin embargo, son sensibles a la exposicién a
temperaturas de 55 °C, a la congelacién y a la desecacién, al igual que al amoniaco y a la
accién de hongos y bacterias, por lo que su supervivencia en la cama o en las heces es
limitada (McDougald y Reid, 1991; Moreno, 1992).

1.6 Presentaciones de Ia coccidiosis

La coccidiasis es la presentacién subclinica de la enfermedad. Se caracteriza por su
cronicidad, baja mortalidad y signos inespecificos. Aunque es la presentacién més frecuente
de esta parasitosis, cominmente se confunde con otros padecimientos o pasa desapercibida
(Mosqueda, 1989; McDougal y Reid, 1991).

La presentacién clinica se caracteriza por producir diarrea, anemia, mala digestion y
mortalidad (Moreno, 1989 y 1992; McDougal y Reid, 1991). Ambas estdn determinadas por-

las especies de Eimeria presentes, el grado de patogenicidad de la cepa, la dosis infectante, la



interaccion con otros patégenos, asi como la edad, el estado inmunolégico y fisiolégico del
hospedero, ademds de algunos factores ambientales y de manejo (Moreno, 1989; Mosqueda,
1989; McDougal y Reid, 1991).

1.7 Patogenia

El dafio causado por una misma coccidia varia de acuerdo con la edad, estirpe,
estado nutricional y fisiolégico del ave, asi como la edad de los ooquistes y las especies
involucradas (McDougal y Reid, 1991; Fernando, 1982). Los esporozoitos producen un dafio
minimo, sin embargo, los merozoitos de E. tenella y E. necatrix pueden causar hemorragias

severas (Long, 1990).

La etapa mds patogena del ciclo de desarrollo de E. fenella es durante la segunda
generacién de esquizoontes (Long, 1990). La maduracién de los ooquistes de segunda
generacién se acompaiia de grave daiio tisular, sangrado, ruptura de las glandulas cecales'y
destruccion de la mucosa y de la capa muscular (McDougal y Reid, 1991). Al cuarto dia
posinfeccién con E. tenella las hemorragias son aparentes, las paredes cecales pueden estar
engrosadas debido al edema e infiltracién de heteréfilos en estados tempranos de la infeccién
seguidos por macroéfagos y linfocitos (Rose et al., 1979; Fernando, et al., 1983b; Terry, 1988;
McDougal y Reid, 1991). En el sitio de! dafio epitelial, hay pérdida del epitelio y de las
vellosidades, que pueden verse agraviadas si se presenta un gran nimero de heteréfilos
(Weiss, 1989). Las paredes cecales pueden estar distendidas con contenido sanguinolento,
coagulos de sangre y porciones de la mucosa, E! contenido cecal cominmente se deshidrata,
se endurece y se excreta en las heces (McDougal y Reid, 1991). La hiperplasia del epitelio se
presenta como una respuesta compensatoria de las células epiteliales no afectadas, pero estas
células son inmaduras y con menor capacidad de absorcion (Fernando y McCraw, 1973;
Ferguson, 1979).



La coccidiosis por E. acervulina se ha asociado a una disminucién en la absorcién de
nutrientes, no asi en las infecciones por E. tenella, donde el daflo sobre la absorcién es
practicamente nulo y la despigmentacion en las aves se debe a la pérdida de carotenos por las

hemorragias que este pardsito ocasiona en los ciegos (Ruff, 1975 y 1978, Turk, 1978).

En su metabolismo, E. tenella produce dcido lactico por lo que disminuye el pH
intestinal y provoca la desnaturalizacion de protefnas, inhibe enzimas y produce el
desequilibrio de la flora bacteriana, ademas la destruccion celular favorece la penetracién de
bacterias, la absorcién de toxinas y la formacién de hemorragias (Bradley y Radhakrishnan,
1973). También se ha observado la alteracién de procesos fisiolégicos como incremento en
los niveles sanguineos de glucosa, cloro, sodio y potasio asf como aumento en los tiempos de
coagulacion, por lo que Eimeria tenella es considerada la mas patégena de las Eimerias que
afectan a los pollos (McDougal y Reid, 1991). E. tenella favorece la proliferacién de
Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium perfringens al disminuir la velocidad de paso
del alimento,(Schildknecht, 1992).

Se considera que la accién traumética en las células y la consecuente pérdida de
sangre son la causa principal de la muerte, pero también se asocia a la absorcién de toxinas
que resultan de la proteolisis excesiva por muerte y necrosis celular (Witlock, 1982; Lozanov,
1985; Fernando y Pasternak, 1983a).

La morbilidad es del 100% y la mortalidad varia dependiendo de diversos factores
como son las especies y la cantidad de ooquistes ingeridos, la edad del ave y la presencia de
enfermedades inmunodepresoras (Moreno, 1992). La mortalidad es mayor entre los 5 y 6 dias
posinfeccién (Long, 1990).



1.8 Signos Clinicos

Los signos clinicos mas comunes en pollos infectados con E. tenella son: plumas
erizadas, depresion, palidez, diarrea sanguinolenta, disminucién del consumo de alimento y en

la ganancia de peso y aumento en la mortalidad (Moreno, 1992; McDougal y Reid, 1991).
1.9 Lesiones

E. tenella se distingue de las otras especies de coccidias que afectan a pollos por
producir lesiones caracteristicas en ciegos. Comiinmente se observan engrosamiento de la
pared y aumento de volumen en ciegos, inflamacién y hemorragias en la mucosa, sangre
liquida o coagulada, sola 0 mezclada con el contenido cecal, posiblemente material necrético
y con exudado de apariencia caseosa de acuerdo al curso de la enfermedad (Moreno, 1989 y
1992)

Al microscopio se observan edema, hemorragias, infiltrado linfocitario, pérdida del
epitelio y de las microvellosidades intestinales, ruptura de gléndulas y ocasionalmente
destruccién de las capa mucosa y muscular, ademds de hiperplasia epitelial al décimo dia

después de infecciones leves (McDougal y Reid, 1991).
1.10 Respuesta inmune a la coccidiosis

La naturaleza del antigeno, las vias de reconocimiento antigénico y la respuesta
inmunolégica del hospedero dependen del estado de desarrollo en el que se encuentra el

parasito y de su relacién con las células del hospedero (Wakelin y Rose, 1990).

Cada especie de Eimeria posee material antigénico distinto, por lo que no existe
inmunidad cruzada. E. maxima es una de las especies mas inmunogénicas de las coccidias
patégenas para pollos, mientras que E. fenella es moderadamente inmunogénica y altamente
patégena (Wakelin y Rose, 1990; McDougald y Reid, 1991; Talebi y Mulchy, 1995). Asf



mismo, dentro del ciclo reproductivo, cada estado de desarrollo expresa diversos antigenos y
es blanco de un tipo especifico de la respuesta protectiva del hospedero. Los antigenos
asociados con los estados de desarrollo asexual son mas inmunogénicos que los estados
sexuales (Rose ef al, 1984a; Talebi y Mulchy, 1995). La salida de merozoitos est4 relacionada
con la liberacion de una gran cantidad de material antigénico de la célula infectada (Wakelin y
Rose, 1990), sin embargo, el esporozoito parece ser el estado mds inmunogénico (Jeurissen
et al., 1996).

Las fases extracelulares tedricamente son susceptibles a la accién de los anticuerpos,
el complemento, mediadores inflamatorios, citocinas y a la fagocitosis, sin embargo, cuando
el pardsito penetra a las células del hospedero se vuelve inaccesible a estos factores y sélo
puede ser afectado por mecanismos que operan intracelularmente como radicales superéxido,
enzimas lisosomales, halégenos o por destruccién de la célula parasitada (Wakelin y Rose,
1990).

Se ha evidenciado que la participacion de la inmunidad humoral contra la coccidiosis
es minima (Lillehoj, 1987; Dunnington ef al., 1992), asf como que la inmunidad celular es la
mds importante en este tipo de infecciones (Kogut y Long, 1981; Giambrone et al., 1984;
Kronke et al., 1984; Long, 1990; Kogut y Eirman, 1991, Lillehoj y Trout, 1996).

Existen dos tipos de células fagociticas especializadas, los macréfagos y los

neutréfilos polimorfonucleares (Roitt et al., 1994).

A diferencia de los mamiferos, en las aves el grupo de leucocitos polimorfonucleares
(LPMN) incluye a los heterdfilos, eosindfilos y baséfilos (Sturkie et al., 1986). Debido al bajo
mimero de eosindfilos y baséfilos en pollos, en algunos estudios todos los LPMN se han

considerado como heterdfilos (Lucas y Jamroz, 1961; Kogut et al., 1994 y 1995).

Los heteréfilos son el equivalente de los neutréfilos en otras especies. Los heterdfilos

son células de patrullaje con gran fuerza contrdctil, motilidad y direccionalidad que
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desempefian funciones fundamentales en la inflamacién y en la resistencia innata y participan
en la eliminacién de microorganismos y tejidos muertos, pero también ejercen importantes
funciones efectoras en la respuesta inmune especifica, al ser estimulados por citocinas
derivadas de LT, macréfagos y células endoteliales y fagocitar particulas opsonizadas
(Carlson, 1972; Roitt et al., 1994).

Los heteréfilos pueden ser muy numerosos donde el epitelio es dailado o roto y
particularmente si hay invasién bacteriana (Topp y Carlson, 1972b; Powell, 1987b; Latimer et
al., 1990; Gregory, 1990; Kogut et al., 1994 y 1995). Son reclutados a estos sitios por
componentes del agente y mediadores inflamatorios del huésped, mediante los procesos de
pavimentacién y adhesién al endotelio vascular, diapedesis y quimiotaxis (Ming et al., 1987;
Kogut et al., 1996; Roitt et al., 1994). Ademads, son més eficientes que los macréfagos para
fagocitar y destruir bacterias, incluso en ausencia de opsoninas (Roitt et al., 1994; Stabler et
al., 1994),

En los granulos de los heterodfilos se han identificado enzimas como la fosfatasa
acida, B-glucoronidasa y estereasa inespecifica (Topp y Carlson, 1972a) y carecen de

mieloperoxidasa y fosfatasa alcalina (Atwal y McFarland, 1966; Brune y Spintzanagel, 1973).

Se ha asociado un nivel mayor de heteréfilos a una mayor resistencia en aves
infectadas con E. fenella (Gross y Siegal, 1983). Al igual que los macréfagos, los heteréfilos
han fagocitado esporozoitos in vitro (Onaga e Ishii, 1980a; Davis, 1981; Rose, 1987). Ademés
se menciona que forman parte del infiltrado en las infecciones y que participan en la

destruccién de la primera generacién de merozoitos (Gregory, 1990).

Los eosinéfilos son células enigmadticas, facilmente confundidas con los heteréfilos y
raramente estimuladas por las mismas causas que en mamiferos (Rose, et al., 1979). Tienen
capacidad fagocitica, pero menor a la de los heterdfilos, mientras que los baséfilos son los

PMN menos abundantes en las aves (Roitt et al., 1994),
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Los macréfagos participan en la iniciacién de una respuesta inmunolégica especifica
por el procesamiento y la presentacién de antigenos a los linfocitos en asociacién con el
complejo principal de histocompatibilidad, ademas de producir citocinas que estimulan a otras
células inmunoldgicas (Onaga e Ishii, 1980b; Powell 1987a, b; Lillehoj 1989; Lillehoj y Trout
1993).

Existe una interaccién entre linfocitos T y macr6fagos mediada por linfocinas que
pueden actuar directamente sobre la célula hospedera previniendo el desarrollo del parssito o

activando a otros macréfagos (Kogut y Lange, 1989),

La respuesta inmune contra las infecciones con Eimeria es T dependiente, es decir,
es iniciada y regulada a través de la actividad de LT (Rose y Long, 1970; Rose y Hesketh,
1982). Los LT ejercen una actividad antiparasitaria por medio de la liberacion de interferén y
(IFNy). EI IFNy activa otras células como macréfagos para que liberen interleucina 1 (IL'-l)»y
el factor de necrosis tumoral o (TNFa)) (Zhang et al,, 1995), estas citocinas promueven la
muerte intracelular y aumentan la actividad fagocitica y citotoxica de los macréfagos (Durum
et al., 1985). En estudios in vitro se ha demostrado que IFNy inhibe el desarrollo de E. tenella
en celulas MDBK (Kogut y Lange, 1989) y se sugiere que activa mecanismos destructivos
para las células parasitadas que expresan moléculas principales de histocompatibilidad clase I
(MHC-I) en su superficie (Trout y Lillehoj, 1995).

Bymes et al, (1993) sugieren que el TNFo puede estar involucrado en la
modulacién de la patogénesis de la coccidiosis. En estudios in vitro se ha observado un
aumento en la produccién de TNFo por macréfagos de aves infectadas con E. tenella 'y E.
maxima 3-6 dias posinfeccion, este aumento coincide con los mayores cambios
fisiopatol6gico en el hospedero, ademés de que la administracién de TNFa. produce cambios
similares a los causados por coccidias, como diarrea, acidosis, glicogenolisis, heterofilia y
extravasacion de heterofilos. De igual forma, al aumentar las concentraciones de IL-1 y

cortisona en plasma, se observa anorexia, disminucién de la eficiencia alimenticia, la
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ganancia de peso, los niveles de Zn en plasma e incremento de cobre en el mismo
(Dinarello, 1984; Byrnes et al., 1993).

Los linfocitos CD4+ son importantes en el control de infecciones primarias con
Eimeria tenella, mientras que los linfocitos CD8+ son necesarios para desarrollar una
inmunidad protectiva contra la coccidiosis (Trout y Lillehoj, 1996). Esto también ha sido

demostrado con Eimeria spp. en ratones (Rose et al., 1992).

En pollos inoculados con E. maxima, se observé un incremento en el numero de
linfocitos CD4+ y CD8+ en ldmina propia y de CD8+ en el epitelio intestinal, 3a 5y 11
dias posdesafio (Rothwell et al, 1995). Vervelde et al, (1993) caracterizaron la
subpoblacién de leucocitos infiltrados en el tejido intestinal de pollos infectados con E.
tenella, la mayoria de las células infiltradas eran macréfagos y linfocitos T con un
incremento importante en el numero de linfocitos CD4+, mientras que en aves inmunes se
encontraron linfocitos T CD4+ y principalmente CD8+, por lo que sugieren que l(;s '
linfocitos CD4+ estdn involucrados en la induccién de la respuesta inmune, mientras los
linfocitos CD8+ participan seguramente como células efectoras. En pollos infectados con E.
tenella se observd un incremento transitorio marcado en la proporcién de células que
expresan CD8 (Dim+ y Bright+) 8 dias posinfeccion y una disminucion en la proporcién de

células que expresan CD4+ a los 9-10 dias posinfecion (Breed et al., 1996).

Las linfocinas provenientes de LT de aves inmunes contra E. tenella estimulados con
Con-A confirieron cierta proteccién ante desafios con ooquistes de E. fenella (Kogut et al.,
1992; Garcfa, 1995). Esta proteccién posiblemente estuvo relacionada a un aumento en la
sintesis del factor estimulador de colonias de granulocitos (FEC-G) como se observé en otro
estudio donde los LT fueron expuestos a Salmonella enteritidis, S. gallinarum 'y 8.

tiphymurium y estimulados con Con-A (Kogut et al., 1995).
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1.11 5 fluorouracilo

El 5 fluorouracilo (5-FU) es un antimetabolito sintético que fue desarrollado por
Heidelberger y Ansfield en 1957, Estos investigadores observaron en ratas que algunas
células malignas usaban la base uracilo mas eficientemente que las células de la mucosa
intestinal y desarrollaron una serie de andlogos del uracilo con substitucién de fluorinas
(Chabner y Myers, 1985). El 5-FU es un agente proliferativo dependiente que actia sobre las
células en crecimiento logaritmico afectando su replicacion, principalmente en las fases Gy
S del ciclo celular (Pizzorno et al., 1995; Haskell, 1995).

El 5-FU es utilizado ampliamente para el tratamiento de carcinomas por su actividad
selectiva sobre células cancerigenas, ya que se incorpora mejor dentro del tejido tumoral que

dentro de los tejidos normales (Fujii y Shirasaka, 1984; Chu et al., 1994).
1.12 Mecanismos de accién del 5-FU

El 5-FU se clasifica como una fluoropirimidina por que tiene una fluorina en la
posicion 5, es metabolizado en el organismo a nivel intracelular a 5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'-
monofosfato (FAUM), el cual junto con las cadenas N° y N'° del tetrahidrofolato de metileno
(mTHF), sélo si el mTHF se encuentra en niveles adecuados forman un complejo ternario
covalente al unirse con la enzima timidilato sintetaza bloqueando la actividad de esta enzima,
por lo que la biotransformacién por metilacién del monofosfato de desoxiuridina (dUMP) en
monofosfato de desoxitimidina (dTMP) no se lleva a cabo, inhibiendo asi la sintesis de
trifosfato de desoxitimidina (dTTP), uno de los cuatro precursores del ADN, inhibiendo asf la
sintesis del ADN, ademdas de provocar un desequilibrio metabdlico y muerte de la célula
(Suga et al., 1984; Chabner y Myers, 1985; Haskell, 1995).

Un mecanismo secundario de accién del 5-FU involucra la sintesis de
ribonucledtidos como la trifosfato de fluorouridina (FUTP), un metabolito del 5-FU que se

incorpora dentro del ARN, con iguales efectos (Pizzorno et al., 1995; Haskell, 1995).
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Otros efectos bioquimicos menores incluyen la incorporacién de 5-FU a la enzima
ADN uracil glicosilasa, afectando la reparacién e induciendo la ruptura de las cadenas dentro
del ADN y la inhibicién de la utilizacién de uracilo en la sintesis del ARN por bloqueo de la
uracil fosfatasa. (Haskell, 1995).

1.13 Efectos del 5-FU en células no tumorales

En pacientes normales el 5-FU puede tener un efecto citotéxico reversible sobre las
células progenitoras de la médula ésea que impide su replicacion (Molineux et al., 1995;
Shimamura et al., 1987). En estudios realizados por Ophir et al., (1993) y por Moore y
Warren, (1987) se observé que el 5-FU induce mielosupresion en ratones predominantemente
de PMN y que este efecto es reversible por la accion sinérgica del factor estimulador de
colonias de granulocitos (FEC-G) y de interleucina 1 (IL-1). Las células que sobreviven a I
exposicién con 5-FU, posteriormente aumentan su capacidad proliferativa sobrepasando los
niveles normales y son capaces de producir neutréfilos con actividad bactericida normal
(Donowitz y Quesenberry, 1986; Yaeger et al., 1983). Solamente cuando se administran altas
concentraciones de 5-FU y por largos periodos de tiempo, se llega a suprimir la produccion de
peréxidos y el estallido respiratorio de los PMN in vitro (Hara et al., 1990; Ueta y Osaki,
1996). Kogut, et al., (1993 y 1994) reportaron que el 5-FU produce granulocitopenia en pollos

Leghorn de 2 semanas de edad.

A pesar de que en varios estudios se ha reportado la respuesta de los LPMN hacia las
infecciones por coccidias, ya sea como células que se infiltran en forma masiva en los sitios
de inflamacién o con marcado dafio (Ridell, 1987; Gregory, 1990), asi como un aumento en
los niveles sanguineos (Rose et al, 1979; Gross y Siegal, 1983), existen ciertas
contradicciones al respecto, ya que no todos los autores lo reportan y la mayoria de las
investigaciones se enfocan al estudio de las células linfocitarias que se infiltran en la mucosa
intestinal, ademas ha sido poco estudiada la posible participacién de los LPMN en infecciones

de origen parasitario y se desconoce su comportamiento en las infecciones por E. tenella, asf
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como su participacién como células blanco de citocinas provenientes de LT o macréfagos que
contribuyan a explicar los mecanismos de proteccion que se han observado en los estudios

anteriormente mencionados.

El presente estudio pretende aportar informacién sobre el comportamiento de los
PMN sanguineos durante la infeccidn primaria con E. tenella, conocer si en presencia del
pardsito, existe alguna reaccién de los PMN en aves testigo, asf como en las que se indujo
granulocitopenia mediante la administracién de 5-FU, determinar si la infeccién es mds severa
en aves con granulocitopenia y finalmente contribuir con informacién relacionada a los
mecanismos involucrados en la resistencia y la respuesta inmune del hospedero, en las

infecciones por protozoarios del género Eimeria.
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1.17 OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el comportamiento de los leucocitos polimorfonucleares de sangre periférica
en pollos de engorda normales y granulocitopénicos durante la infeccién primaria con

Eimeria tenella.

Objetivos particulares:

l.- Adecuar un modelo que disminuya los granulocitos de sangre periférica a niveles no
detectables en pollos de engorda de 17 dias de edad, mediante la administracién de §

fluorouracilo.

2.- Determinar el efecto del desafio con ooquistes de E. fenella a diferentes dias después del
tratamiento con 5-FU sobre la proporcién de LPMN / L de sangre periférica en pollos

granulocitopénicos, en comparacién con el grupo testigo correspondiente.

3.- Determinar si la condicién de granulocitopenia hace a las aves mds susceptibles a la
infeccién por E. tenella, mediante la evaluacién del grado de severidad de las lesiones

macroscOpicas cecales y el nimero de ooquistes en ciegos.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacién

Se utilizaron 343 pollitos de engorda mixtos, Peterson X Avian Farm de un dia de
edad provenientes de una incubadora comercial.! Los pollitos se criaron en j'aulas dispuestas
en baterfa eléctrica’ en una de las unidades de aislamiento del Departamento de Produccién
Animal; Aves, de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional
Auténoma de México. Al dia de llegada de los pollitos se realizé un muestreo bacteriolégico a
partir del alimento, cama de las cajas de transporte, de higado y del saco vitelino de 5 pollos
tomados al azar. Al dfa 15 de edad las aves se distribuyeron aleatoriamente y se les asigné de
la misma forma un tratamiento. A todas las aves se les proporciond alimento balanceado de
iniciacién no medicado, con 22% de proteina cruda y 3100 Kcal/kg y agua ad libitum hasta el
final del experimento. Se realizé un examen cualitativo a partir de heces para verificar la

ausencia de coccidias al dia 14 de edad (3 dias antes de iniciar los experimentos).

Cepa MOR-80 de Eimeria tenella

Se utiliz6 una cepa de campo moderadamente patdgena (MOR-80) de Eimeria
tenella donada por el Dr. Reynaldo Moreno’. Los ooquistes fueron cosechados, esporulados y

almacenados como describe Long et al. (1976).

Los pollos fueron infectados con § 000 ooquistes esporulados de E. tenella en un
volumen de 2.0 ml, mientras que los testigos fueron inoculados con un volumen igual de

solucién amortiguadora estéril. El inculo fue cuantificado en un hematocitémetro (Long y

! Grupo Agropecuario Tepexpan S.A. de C.V.
2 potarsime Broot-Unit; Petersime Incubator Company. Getlysburg Ohio U.S.A,
? Departamenta de Produccion Animal; Aves, FMVZ., UNAM.
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Rowell, 1958; Rose et al., 1979; Kao y Ungar, 1994). y se administr6 via oral por medio de

una cénula que se introdujo hasta el ingluvies de cada pollo.
§ flourouracilo

Se administré 5-FU" a dosis tnica de 200 o 300 mg / kg de peso en la vena yugular
de cada ave a los 17 dfas de edad, mientras que a las aves de los grupos testigos se les

administr6 un volumen igual de solucién amortiguadora estéril con un pH de 7.4.
Estudio hematolégico

Se tomd una muestra de sangre por ave a la misma hora en cada uno de los dias de
muestreo y en el mismo orden de acuerdo a los grupos experimentales. La muestra se obtuvo
por puncion en la vena radial. En ambos conteos, se calculé el nimero de cada tipo celular de
leucocitos / pl de sangre por ave. Los resultados se presentan como los valores promedio de

10 aves por grupo por dia de muestreo.
Conteo total de leucocitos

De cada ave, 0.1 m! de sangre fue vertida en un vial de vidrio con 1.9 ml del diluente
de Natt y Henrrick previamente preparados, ambos se mezclaron suavemente para obtener una
dilucién 1:20, los frascos se almacenaron para su conteo posterior (Natt and Henrrick 1952),
El conteo del nimero total de leucocitos (NTL) se realiz6 por medio de un hematocitémetro,

utilizando la siguiente férmula (Terry, 1988):

NTL / ul = (total de leucocitos en 9 cuadros x 1.1) x 20

' Roche, S.A. de C.V., México, D.F. 03310
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Conteo diferencial de leucocitos

Simultaneamente al muestreo para el conteo total de leucocitos se tomé una gota de
sangre y se hizo un frotis sanguineo por pollo, éste se dej6 secar a temperatura ambiente,
posteriormente se tifié con el colorante de Wright. A partir de un total de 100 células de cada
frotis se realizé el conteo diferencial entre células mononucleares y polimorfonucleares
(Kogut, 1994). Las células se identificaron de acuerdo a la descripcién de Lucas y Jamroz
(1961).

Proporcién de polimorfonucleares / leucocitos

En cada conteo, la proporcién de polimorfonucleares / leucocitos totales fue
determinada dividiendo el mimero de leucocitos polimorfonucleares entre el nimero de
leucocitos totales por pl de sangre. Los leucocitos totales incluyen a los heterdfilos, linfocitos,

monocitos, baséfilos y eosindfilos (Gross y Siegel, 1983).
Evaluacién del grado de severidad de las lesiones macroscépicas en ciego

La severidad de las lesiones cecales fueron evaluadas en una escala de 0 a 4+, donde
(0) = sin lesiones; (1+) = petequias sobre la pared cecal, contenido y paredes cecales
normales; (2+) = mayor nimero de petequias, poca sangre en el contenido cecal y la pared del
ciego ligeramente engrosada; (3+) = gran cantidad de sangre o exudado, la pared cecal muy
engrosada, con poco o ningtin contenido; (4+) = la pared cecal estd muy distendida con sangre
o exudado con apariencia caseosa y puede haber desechos fecales incluidos en el exudado
(Johnson y Reid, 1970).

Conteo de ooquistes cecales

Los ciegos de 9 aves fueron repartidos en 3 subgrupos, cada subgrupo fue pesado y

macerado en 20 mi de dicromato de potasio al 2.5%, de esta mezcla se tomaron 2 ml y se
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afor6 con dicromato de potasio al 2.5% hasta 30 ml en un frasco de vidrio el cual se conservé
en refrigeracion hasta su conteo (Long et al., 1976; McDougal y Reid, 1991). Los ooquistes
fueron cuantificados en un hematocitémetro (Long y Rowell, 1958; Rose et al., 1979; Kao y
Ungar, 1994; Trout y Lillehoj, 1995). El mimero promedio de ooquistes por subgrupo se
obtuvo de 6 conteos, en cada un de los cuales se conté el niimero de ooquistes (NO) de los
cuatro cuadros de las esquinas y el del centro de cada una de las dos celdas de 1a cAmara y se

utiliz la siguiente formula:

NO =Numero de ooquistes en 10 cuadrosx CxDxV /g

C = 10° (para obtener el nimero de ooquistes / ml, de acuerdo a las dimensiones de la
camara)

D = 15 (factor de dilucién, donde la dilucién es 1:15)
V =20 (ml de dicromato que se agregaron para el macerado de la muestra inicial )

g = peso en gramos de los 3 ciegos de un subgrupo y su contenido.

Diseiio experimental
Experimento 1.

Determinacion de la dosis optima de 5-FU capaz de producir granulocitopenia
severa en pollos de engorda de 17 dias de edad. Se emplearon 50 pollitos, de los cuales 5 se
utilizaron para realizar un muestreo bacteriologico y los 45 restantes al dia 15 de edad fueron
asignados aleatoriamente en tres grupos de 15 pollos cada uno, de los que se obtuvo una
muestra basal de sangre para confirmar que las medias del conteo de LPMN total y diferencial
de leucocitos entre grupos estuvieran en linea base. Los tratamientos se asignaron
aleatoriamente a cada uno de los grupos y consistieron en la aplicacién por vena yugular a los
17 dias de edad de: A) grupo testigo, solucion salina amortiguadora estéril, B) grupo tratado

con una dosis tinica de 200 mg/kg de peso de 5-FU, C) grupo tratado con una dosis tinica de
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300 mg/kg de pesode 5-FU. A losdias 1,3, 5, 6,7, 8,9, 10, 12 y 15 postratamiento (PT) con
5-FU se muestrearon 10 aves de cada grupo para realizar el conteo total y diferencial de
leucocitos, los 5 pollos restantes en cada grupo se mantuvieron durante el experimento para

prevenir que no faltaran lecturas,

Dias de muestreo sangu{neoFr

5-FU
Grupos No.aves 14d. I 3 5 6 7 8 9 10 12 15

Testigo 1S - 10" 10 10 10 10 10 10 10 10 10
5-FUQ0Omgkg) 1S + 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

5-FUG00mgkg) 1S + 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

"= Niimero de aves muestreadas por dia y por grupo

PT= postratamiento con 5-FU

Experimento 2.

Efecto del desafio con E. fenella en pollos testigos y granulocitopénicos a
diferentes dias después del tratamiento con 5-FU, sobre la proporcién de LPMN / Ly
circulantes. Se utilizaron 293 pollos, al igual que en el primer estudio S pollitos se utilizaron
para realizar un muestreo bacterioldgico y los 288 restantes fueron asignados a 4 grupos con
72 pollos cada uno. Los pollos y los tratamientos se asignaron aleatoriamente a cada uno de
los grupos y consistieron en la aplicacién del fArmaco por vena yugular a los 17 dias de edad y
del parsito por via oral a diferentes dias después de la aplicacién del firmaco: A) grupo
testigo, solucidn salina amortiguadora estéril, B) grupo inoculado con solucién amortiguadora
estéril y desafiado con E.fenella, C) grupo tratado con una dosis Gnica de 200mg/kg de peso
de 5-FU, D) grupo tratado con una dosis unica de 200mg/kg de peso y desafiado con E.
tenella. A los dias 1,3, 5,7, 8,9, 10, 12 y 15 PT con 5-FU se muestrearon 10 aves de cada

grupo para realizar el conteo total y diferencial de leucocitos, los 2 pollos restantes en cada
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grupo se mantuvieron durante el experimento para prevenir que no faltaran lecturas. A los 2,
4, 6, 8, 10 y 12 dias después del tratamiento con 5-FU, 12 aves de cada grupo, fueron
desafiadas por via oral con 5,000 ooquistes de E. tenella o tratadas con el mismo volumen de

solucién amortiguadora estéril, en los grupos no infectados.

Determinacién de la susceptibilidad a la infeccién con E. tenella en pollos bajo
condiciones de granulocitopenia, Al séptimo dia posinoculacién fueron sacrificadas 9 aves
de cada uno de los cuatro grupos, se evalué el grado de severidad de las lesiones
macroscdpicas en uno de los ciegos de cada pollo, mientras que de otro ciego y su contenido

se determind el nimero de ooquistes.

Dias de muestreo sanguineo T

Grupos No. 5-FU 2,4,6,8,10y 127

aves 17d. E. tenclla 1 3 5§ 7 8 9 10 12 15
A 72 - 12° 10 10 10 10 10 10 10 10 10
B 72 - + 12 10 10 10 10 10 10 10 10 10
c 72+ 12 10 10 10 10 10 10 10 10 10
D 72+ + 12 10 10 10 10 10 10 10 10 10

"= Nimero de aves por grupo en cada dia

PT_ postratamiento con 5-FU

Andlisis estadistico
Experimento 1.

Determinacién de la dosis 6ptima de 5-FU que produjera granulocitopenia
severa en pollos de engorda. Los valores de la proporcién de LPMN / leucocitos totales por
pollo fueron sometidos a una prueba de andlisis de varianza (ANDEVA) con un disefio de
parcelas divididas (Cody y Smith, 1991) y las diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos se evaluaron con la prueba de comparaciones multiples de Scheffé por medio del

paquete estadistico S.A.S. (Luginbuke, 1987).
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Experimento 2,

Efecto del desafio con E. tenella en pollos testigos y granulocitopénicos a
diferentes dfas después del tratamiento con 5-FU, sobre la proporcién de LPMN / Ly de
sangre periférica. Se realizé una prueba de ANDEVA, para determinar la diferencia entre
las proporciones de LPMN / Ly de los cuatro grupos en cada dia de infeccién con E. fenella
durante los dias de muestreo y las diferencias significativas entre las medias de los
tratamientos en relacién con el grupo testigo se evaluaron con la prueba miltiple de Dunnett

por medio del paquete estadistico S.A.S. (Luginbuke, 1987).

Determinacién de la susceptibilidad a la infeccién con E. fenella en pollos bajo
condiciones de granulocitopenia. Las diferencias del mimero de ooquistes en ciegos, asi
como del grado de severidad de las lesiones cecales de los grupos infectados con E. tenella
después del tratamiento con 5-FU en comparacién con los grupos que solamente fueron
infectados con el parésito fueron analizadas con la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis
y se utilizo la prueba U de Mann-Witney para determinar las diferencias entre las medianas
de los grupos (Zar, 1996).
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CAPITULO 3
RESULTADOS
Experimento 1

En el estudio que se realizd para determinar la dosis 6ptima de 5-FU que produjera
granulocitopenia severa en pollos de engorda de 17 dias de edad se observé una disminucién
acelerada del niimero de leucocitos sanguineos totales en los dos grupos tratados con 5-FU
(Figura 4), el cual es un reflejo de la reduccién del nimero de LPMN en sangre periférica
(Figura 5). La proporcion LPMN / Ly disminuy6 dramaticamente a partir del dia 1
postratamiento (PT) con 5-FU, registrandose los valores mds bajos entre los dias 7 y 10,
principalmente al dia 9 PT y los valores normales se recuperaron en relacion al grupo testigo
hasta el dia 15 PT (Figura 6).

Se observé una diferencia estadisticamente significativa tanto entre tratamientos
(F=241.01 y gl=2 ) como entre los dias de muestreo (gl=9 y F=51.3) y de la interaccién entre
los tratamientos y los dias de muestreo (F=12.75 y gl=18) (P < 0.001), esto significa; 1) que
las dosis de 5-FU tienen diferentes efectos sobre la proporcion de LPMN / Ly, 2) que la
proporcion de LPMN / Ly también cambia de acuerdo al tiempo y 3) que las dosis del 5-FU

no actdan igual conforme transcurre el tiempo después de su administracién.

Con la prueba de comparaciones multiples de Scheffé se obtuvieron diferencias
significativas en las proporciones de LPMN / Ly entre los grupos tratados con 5-FU (P <
0.05), asi como entre estos cada uno de los grupos tratados (F=3.354, gl=27 y DMS=0.0141)
y el grupo testigo. También se observaron diferencias significativas entre los dias de muestreo

(F=1.91854 , gl=243 y DMS= 0.0683) (P < 0.05) (Figura 6).
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Experimento 2

En las proporciones de LPMN / Ly en sangre periférica en pollos de engorda
desafiados con E. tenella a los 2 dias después del tratamiento y no con 5-FU, al dfa tres PT se
observé un aumento significativo (P<0.05) en la proporcion de LPMN / Ly en ambos grupos
tratados con 5-FU, que posteriormente se normalizd al dia 5§ PT, y después disminuyé
draméticamente hasta el dia 8 y 9 PT donde se registraron los niveles mas bajos, Estas
diferencias en las proporciones de LPMN / L se observaron durante todos los dias de
muestreo, con excepcion del dia 5 PT, Las medias de las proporciones de LPMN / Ly del
grupo que Unicamente fue infectado con E. renella mostraron diferencias significativas
(P<0.05) en comparacion con el grupo testigo a los dias 1 y 6 después del la infeccién con E,

tenella. (Figura 7).

En las aves desafiadas con E. tenella 4, 6, 8, 10 y 12 dias PT y no con 5-FU,
nuevamente aumentaron significativamente (P<0.05) las proporciones de LPMN / L en la
sangre periférica de las aves tratadas con 5-FU, que se normalizé al dia 5 PT, para después
disminuir a niveles muy bajos a los dias 8 y 9 PT y recuperarse a partir del dia 10 PT, ademads
estas diferencias en las proporciones de LPMN / Ly se observaron durante todos los dias de
muestreo, con excepcién de los dias 5y 12 PT. Las medias de las proporciones de LPMN / Ly
del grupo que Gnicamente fue infectado con E. remella mostraron un aumento bifésico
(P<0.05) alos dias 1 0 2 y 5 0 6 después del la infeccion con E. tenella en la mayoria de los
grupos infectados a diferentes dias PT 5-FU, en comparacién con grupo testigo
correspondiente (Figuras 9, 11, 13, 15 y 17). En las aves infectadas solamente con E, tenella
al dia 10 posadministracién de solucién amortiguadora estéril, se observé un aumento en la
proporcion de LPMN / Ly, sin embargo no se encontré diferencia significativa en

comparacién con su grupo testigo (Figura 15).

En el analisis estadistico del grado de severidad de las lesiones cecales, asi como en

el nimero de ooquistes en ciego y en el contenido cecal no se incluyeron los resultados de los
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grupos que no fueron infectados con el parésito por que no se encontraron lesiones cecales ni

ooquistes en ninguna de las muestras y la diferencia con los grupos infectados era evidente.

Nimero de ooquistes después de la infeccién con E, fenella en aves testigo y
tratadas con 5-FU. Se observd una mayor cantidad de ooquistes en los ciegos y en el
contenido cecal de las aves tratadas con 5-FU e infectadas con E. tenella en comparacion con
los grupos que Unicamente fueron infectados con el parasito, esta diferencia fue altamente
significativa (P=1.61 17, U= 324) en las aves infectadas con E. tenella 2 dias PT con 5-FU
(Figura 8). También se observaron diferencias en las aves infectadas con el parssito a los dfas
6 (P=0.0000531, U=285.00) (Figura 12) y 10 (P=.0298596, U=222.00) (Figura 16). En las
aves infectadas a los 4 (Figura 10) y 8 dfas PT con 5-FU (Figura 14), no se observaron
diferencias significativas, sin embargo el nimero de ooquistes producidos en las aves tratadas

fue superior en comparacién con el de las aves testigo.

En las aves infectadas a los 12 dfas PT con 5-FU se observé una menor producci(;n
de ooquistes en comparacioén con el grupo que no fue tratado con el 5-FU (P=0.0001362,
U=277.50) (Figura 18).

Grado de severidad de las lesiones macroscépicas cecales. Las lesiones cecales
fueron estadisticamente (P<0.05) mds severas en las aves infectadas con E, tenella a los dias 4
(P=0.02515, U=63.0) (Cuadro 2), 6 (P=0.046956, U=60.0) (Cuadro 3) y 10 (P=0.0069853,
U=67.5) (Cuadro 5), después de haber sido tratadas con 5-FU en comparacién con las aves
que solamente se infectaron con E. fenella. Sin embargo, no se observaron diferencias en las

lesiones de aves infectadas al dia 2 (Cuadro 1), 8 (Cuadro 4) y 12 (Cuadro 6) PT con 5-FU.
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CAPITULO 4
DISCUSION Y CONCLUSIONES

En ambos experimento los valores en los Ly, asi como en los LPMN del grupo testigo

concuerdan con valores de referencia (Rose et al., 1984; Sturkie, 1986),

Los 2 grupos tratados con 5-FU en el primer experimento, presentaron una
disminucién marcada de los LPMN totales a partir del dia 1 PT, y llegé a sus niveles més
bajos del dia 7 al dia 10, posteriormente recuperaron los niveles normales; estos resultados
concuerdan con los obtenidos por Kogut et al. (1993) y con Chabner y Myers (1985), quienes
reportaron que después de la administracion intravenosa de 5-FU, éste es rdpidamente
depurado del torrente sanguineo y se difunde en todo el cuerpo; en contraste, tanto el 5-FU
como sus metabolitos (5-FAUMP y FUTP) pueden persistir por periodos prolongados en
algunos tejidos. En ratones, se ha demostrado que el metabolito activo del 5-FU persiste en la
médula dsea y en células tumorales por 7 dias, después de una sola inyeccién intravenosa
(Chabner y Myers, 1985).

Ademés se observo un aumento de PMN por arriba de los niveles normales el dia 15
lo cual es un reflejo del efecto reversible y compensatorio de las células progenitoras de PMN;
esto concuerda con los resultados obtenidos en estudios anteriores realizados con ratones
(Moore y Warren, 1987; Yaeger ef al., 1983). Sin embargo en el presente estudio se decidié
reportar los resultados del nimero de leucocitos en sangre periférica expresado en la
proporcién de LPMN / L porque se consideré que ésta es menos variable que el nimero total
para efectos del anélisis estadistico, ademds de que la proporcion refleja el efecto principal del
5-FU sobre los LPMN, ya que si el 5-FU actuara también sobre los leucocitos mononucleares,
los valores de las proporciones de LPMN / L permanecerian igual y no disminuirian como se

observé en el presente estudio.
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En el grupo tratado con 300 mg / kg de peso de 5-FU, se observaron algunos signos
adversos como cafda de plumas, petequias, estomatitis y laceraciones en piel en algunos
animales, la posologia de este farmaco se basa en funcion del peso corporal (Haskell, 1995).
Sin embargo, las aves empleadas en este estudio fueron més grandes y pertenecieron a una
estirpe pesada a diferencia de las aves utilizadas por Kogut et al. (1993), adem4s el firmaco
que se utilizd se administré6 como solucién inyectable (presentacion comercial), lo que facilité
su biodisponibilidad, por lo que en este estudio la dosis toxica fue igual o posiblemente menor

a 300 mg / kg de peso.

Aunque Vetvicka et al. (1986) reportaron que en estudios in vivo e in vitro los
linfocitos B de ratones fueron mas sensibles al tratamiento con el 5-FU que los linfocitos T o
la linea mieloide, los resultados obtenidos en el presente estudio concuerdan con lo observado
por Donowitz y Quesenberry (1986) y Yaeger et al. (1983), quienes reportan que el 5-FU
disminuye el nimero de células precursoras de granulocitos en forma transitoria en ratones.
Moore y Warren (1987) observaron una accion predominante del 5-FU sobre los LPMN, asf
como Kogut ef al. (1993 y 1994) los cuales demostraron que el 5-FU produce
granulocitopenia en pollos Leghom de 2 semanas de edad. Posiblemente los LPMN son més
susceptibles que otros leucocitos, debido a que su vida media es mas corta. Los neutréfilos
son células de supervivencia limitada, su vida media es de 2 a 3 dias, mientras que otras
células como los monocitos viven meses o incluso afios (Roiit et al., 1994). Las células de
ripido crecimiento fijan mejor al 5-FU (Haskell, 1995); posiblemente la mayor
susceptibilidad de los LPMN al 5-FU en aves sanas se deba a la mayor capacidad de

replicacion de sus células progenitoras.

En las aves los PMN se forman y se desarrollan exclusivamente en la médula dsea
(Glick y Rosse, 1976), por lo que el uso de 5-FU puede servir como un modelo para estudiar
y controlar la hematopoyesis en pollos normales, asi como para estudiar el papel que

desempefian los PMN en diferentes procesos infecciosos.
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En el segundo experimento se observd al dfa 3 PT un aumento en la proporcién de
LPMN / Ly tinicamente en los grupos tratados con 5-FU en los diferentes dias de infeccion
con E. tenella, por lo que este efecto se atribuye al fArmaco. Posteriormente, al dia 5 PT las
proporciones de LPMN / Ly disminuyeron y llegaron a niveles parecidos a los del grupo
testigo, y continuaron descendiendo llegando a los niveles mds bajos entre los dias 8 y 9 PT.
El dia 10 PT marca el momento en el cual cesa el efecto del farmaco y comienzan a
recuperarse los niveles normales de LPMN en sangre hasta el dia 12 PT. Estos resultados
conﬁrman los resuitados obtenidos en el experimento uno y ademas muestran que la presencia
del pardsito no es capaz de estimular la produccién de LPMN por las células progenitoras que

estaban bajo el efecto del farmaco.

En los grupos infectados unicamente con E. fenella 2, 4 y 6 dias después de la
administracion de solucién amortiguadora estéril se observé una incremento en las
proporciones de LPMN / Ly alos dias 1 0 2 y 5 o 6 posinfeccién en comparacién con el
grupo testigo. Rose et al, (1979) observaron en pollos y ratas infectadas con Eimerias
homélogas un incremento bifésico de leucocitos en la sangre periférica alos dias3y 10y 6y
13 dfas posinfeccion, respectivamente. Posteriormente, Rose ef al. (1984b) reportaron un
incremento bifasico de leucocitos y principalmente de heteréfilos, en pollos de 4 semanas de
edad, minutos y horas después de la infeccién con E. maxima. Martin et al. (1993) reportaron
que tanto los esporozoitos como los merozoitos inducen una alta proliferacién de linfocitos en
sangre periférica después de una infeccidn primaria; sin embargo, los merozoitos provocan

una respuesta proliferativa.

El aumento bifésico en la proporcion de LPMN /Ly observado en el presente estudio
se puede asociar con el momento en que los esporozoitos de £. tenella se liberan del ooquiste
e invaden la célula del hospedero y con el dia en el que la segunda generacién de merozoitos
se libera de las células hospederas y produce el mayor dafio tisular. Posiblemente el
incremento de LPMN en sangre esté relacionado con la movilizacion al sitio de infeccién y

con la fagocitosis de etapas extracelulares del pardsito, debido a que una de las funciones de
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los LPMN es remover detritos celulares (Weiss, 1989). La liberaciéon de merozoitos esta
asociada ademds, con la mayor liberacion de material antigénico de la célula infectada (Long,
1990). Sin embargo, este aumento de los LPMN puede ser un medio para promover el

contacto entre las células efectoras del hospedero y el pardsito.

Con excepcion del dia 12 PT, en todos los grupos tratados con el 5-FU se observé
mayor produccidn de ooquistes en comparacion con el grupo testigo respectivo, aunque no en
todos se encontré diferencia significativa, sin embargo el grupo infectado con el parasito 2
dfas después del tratamiento con 5-FU presentd la mayor diferencia (P < 0.001) en
comparacién con su grupo testigo correspondiente, lo cual puede deberse a que coincide con
el momento de mayor accién del fairmaco sobre las células progenitoras de los LPMN y por lo
que no aumentan en sangre y posiblemente tampoco en el sitio de infeccion, lo cual puede
favorecer la subsistencia y conclusion del ciclo del parasito. En los dias posteriores de
infeccion con el pardsito, aunque se presenta diferencia, esta no es tan marcada debido a que
el tiempo entre la infeccion y el periodo de prepatencia del pardsito rebasan el momento en

que el farmaco tiene su mayor accion sobre las células progenitoras de los LPMN,

Se observé una menor produccién de ooquistes en el grupo infectado 12 dias PT con
5-FU en comparacién con su grupo testigo, esto posiblemente se deba a que en el momento de
la infeccion los niveles de LPMN en sangre periférica de las aves tratadas eran superiores a
los de las aves testigo (aunque no se determind por cudnto tiempo durd este efecto

compensatorio).

No se observd una relacion entre la producciéon de ooquistes y la severidad de las
lesiones en ciegos, éstas sélo fueron mds severas en las aves infectadas a los dias 4,6 y 10 PT

con 5-FU en comparacion con las aves que solamente se infectaron con E. fenella.
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Conclusiones

El 5-FU tiene un efecto tdxico, selectivo y reversible sobre los LPMN de pollos de

engorda al ser administrado por via intravenosa a dosis de 200 mg / kg de peso.
La dosis de 300 mg de 5-FU / kg de peso provocd signos de toxicidad en las aves.

La condicién de granulocitopenia en el pollo de engorda incrementé la severidad de
las infecciones primarias con E. fenella, aumentando la produccion de ooquistes y el grado de
severidad de las lesiones cecales.

Los PMN posiblemente actien fagocitando etapas tempranas y asexuales del ciclo del
pardsito en las infecciones primarias por E. tenella.

La mayoria de las investigaciones relacionadas con la respuesta inmunoldgica del
hospedero contra las infecciones por caccidias se enfocan a estudiar el papel de los linfocitos,
sin embargo, los LPMN también participan en estas infecciones. Es necesario realizar estudios
para determinar la naturaleza de los estimulos que inducen la movilizacién y el aumento en
los LPMN en sangre periférica, asi como su destino y su funcién en las infecciones

parasitarias y en particular en las infecciones por E. tenella.
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Figura 1.- Diagrama de un ooquiste esporulado del género Eimeria.
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Figura 1.- Ciclo de vida de Eimeria spp.

A.- Liberacion de esporoblasto.

B.- Liberacion de esporozoitos,

1.- Entrada de los esporozoitos a las células epiteliales del intestino,

2 y 3.- Desarrollo a esquizontes de primera generacion,

4.- Destruccion celular por la liberacion de merozoitos de primera generacion,
5.- Formacion de esquizontes de segunda generacion.

6.- Liberacion de los merozoitos de segunda generacidn, algunas especies pueden desarrollar

merogonias de cuarta generacion.
7.- Gametos masculinos (Microgamontes).
8.- Gametos femeninos (Macrogamontes).

9 y 10.- Penetracién de los microgametos a los macrogametos y formacion de un zigoto

intracelular.
11.- Salida del ooquiste no esporulado de la célula hospedera que es desechado en las heces.
12.- Esporulaci6n de los ooquistes.
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Figura 4. Efecto de la administracion intravenosa de 5 fluorouracilo sobre el
namero de leucocitos en sangre periférica de pollos de engorda

Administracion de 5-FU
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Dias postratamiento con 5-FU

Efecto de la administracién tinica por via intravenosa de 200 0 300 mg de 5 fluorouracilo (5-FU) / kg de peso sobre el namero de leucocitos totales en sangre
periférica de pollos de engorda de 17 dias de edad (dia 0), alos dias 1, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12 y 1S dias postratamiento con 5-FU. Los valores en cada uno de los
diferentes dias de muestreo son el promedio de 10 aves por grupo.



14

Figura 5. Efecto de la administracion intravenosa de 5 fluorouracilo sobre el nimero
de leucocitos polimorfonucleares en sangre periférica de pollos de engorda
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Efecto de 1a administracién Gnica por via intravenosa de 200 o 300 mg de 5 fluorouracilo (5-FU) / kg de peso sobre el numero de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) en
sangre periférica de pollos de engorda de 17 dias de edad (dia 0), alos dias 1, 3, 5, 6, 7, 8,9, 10, 12 y 15 postratamiento con 5-FU. Los valores en cada uno de los diferentes dias de

mucstreo son ¢l promedio de 10 aves por grupo. Dos dias antes de 1a administracién de 5-FU, se realizé un muestreo y un anlisis estadistico para confirmar que las medias del nimero
de LPMN de los tres grupos estuvicran en linea base.
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Figura 6. Efecto de la administracion intravenosa de 5 fluorouracilo sobre la
proporcién de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos totales en sangre
periférica de pollos de engorda
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Proporcidn de leucocitos polimorfonucleares (LPMN) / leucocitos totales (L1) en pollos de engorda testigos y tratados con una dosis dnica de 200 o 300 mg de 5
fluorouracilo (5-FUY kg dc peso a los 17 dias de edad (dia 0).Las proporciones de LPMN / Lt de 10 aves por grupo fueron sometidos a una prueba de ANDEVA, con
un disefio de parcelas divididas y las diferencias significativas entre las medias de los tratamientos se evaluaron con la prueba de comparaciones miiltiples de Scheffé.
Se observd que 5-FU tiene un efecto dosisdependiente sobre 1a proporcion LPMN / L, ademas de que no actia igual sobre los LPMN conforme transcusre el tiempo
después de su aplicacién, por lo que las proporciones cambian a largo del periodo de muestreo en ambos grupos tratados en comparacién con el grupo testigo (P<0.05).
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Figura 7. Efecto de la infeccién con E. tenella 2 dias después de la administracion
de 5 fluorouracilo sobre la proporcién de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda
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Proporciones de leucocitos polimorfonuct (LPMN) /1 itos totales (LL.T) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via

intravenosa a los 17 dias de edad (dias 0) y que 2 dias después fueron infectados con 5,000 coquistes de E. fenella por via oral, Las proporciones de LPMN / LT de 10 aves por grupe por dia de
muestreo, fueron sometidas a una prucba de ANDEVA y las diferencias entre las medias se evaluaron con 1z prueba de Dunnett. Los asteriscos muestran una diferencia estadistica significativa
(P<0.05) en comparacién con ¢l grupo testigo.
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Figura 8. Produccidn de ooquistes en ciegos
de pollos infectados con E. tenella 2 dias
posadministracidon de 5-FU

Millones de ooquistes / gramo de ciego
w

0
| EtC2 1.400539

: 7 dias posinfeccion con E. tenella
|5SFUEL 5.704541

Medianas del nimero de coquistes en ciegos de pollos (9 por grupo), infectados por via oral con 5,000
ooquisies de £. tenella 2 dias después de Ia admini 16n por via i de 200 mg de S-FU / kg de
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron sometidos a fa prucha no paraméuica de Kruskal-Wallis y
1as diferencias entre medianas se determinaron con Ia prueba U de Wilcoxon-Man Whitney. E! asteriseo
muestra difcrencias estadisticas significativas (P<0.001) en comparacion con el grupo testigo.

Cuadro 1. Grado de severidad de lesiones cecales
en pollos infectados con E. tenella 2 dias
posadministracion de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales
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Evaluacién de la severidad de lesiones cecales de pollos (9 por gnupo) tratados con 200
mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 2 dias después por viz oral con 5,000 ooquistes de E.
sencila. Los resultados fueson sometidos a Ia prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis ylas
diferencias entre medianas se determinaron con la prucba de Wilcoxon-Man Whitney.



Figura 9. Efecto de la infeccion con E. tenella 4 dias después de la administracion
de 5 fluorouracilo sobre la proporcion de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda

Proporciones de LPMN / LT/ ul de sangre

Inoculacion con E. tenella
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0.300 i S X C3EL
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0.100
\
0.000 T T 7 T T T . i
1 3 5 7 8 9 10 Dias postratamiento con 5-FU
Testigo 0297 0.204 0255 0273 0.229 0300 0311
5-FU 0373 0391 0314 0.105 0.025 0027 0027
Et 0250 0233 0235 0.320 0213 0.369 0227
S-FUEL 0346 0.529 0332 0.075 0.033 0013 0.100

Proporciones de leucocitos polimorfonucieares (LPMN) / Jeucocitos totales (LT) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via
intravenosa a los 17 dias de cdad (dias 0) y que 4 dias después fueron infectados con 5,000 ooquistes de E. fenella por via oral. Las proporciones de LPMN / LT de 10 aves por grupo por dia de
muestreo, fucron sometidas a una prueba de ANDEVA y las diferencias entre Jas medias se evaluaron con 1a prucba de Dunnett. Los asteriscos muestran una diferencia estadistica significativa
(P<0.05) en comparacién con el grupo testigo. :
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Figura 10. Produccion de ooquistes en ciegos
de pollos infectados con E. tenella 4 dias
posadministracion de 5-FU

Millones de ooquistes / gramo de cicgo
w

o
Etr 3.497975 7 dias posinoculacion con E. tenella
] 5-FUELmm 5.261846
Medi del nu de ooquistes en ciegos de pollos (9 por grupo), infectados por via oral con 5,000
ooquistes de E. tenella 4 dias después de la admini ion por via i de 200 mg dec 5-FU / kg de
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron sometidos a Ia prucba no paraméinica de Kruskal-Wallis y
las difc ias entre medianas se d i con la prucba U de Wilcoxon-Man Whitney.
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Cuadro 2. Grado de severidad de lesiones cecales
en pollos infectados con E. tenella 4 dias
posadministracion de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales
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Evaluacion de la severidad de lesiones cecales de pollos (9 por grupo) tratados con 200
mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 4 dias después por via oral con 5,000 ooquistes de £.
tenella. Los resultados fueron sometidos a la prucha no paraméica de Kruskal-Wallis y las
dife ias entre medi; se d i con la prucba U de Wilcoxon-Man Whitney. El
asterisco muestra difcrencias estadisticas significativas (P<0.05) cn comparacion con el
grupo testigo.




Figura 11. Efecto de la infeccion con E. tenella 6 dias después de la administracién
de 5 fluorouracilo sobre la proporcion de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda
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1 3 5 7 8 9 10 12
1 Testigo 0297 0.204 0.255 0273 0.229 0.300 031 0.290
5-FU 0373 0.391 0314 0.105 0.025 0.027 0.027 0314
Et 0.274 0.306 0290 0.32] 0371 0322 0.3%0 0.434

5-FU/Ex. 0.513 0434 0.349 0.041 0.015 0.058 0.156 0.548

Dias postratamiento con 5-FU

Proporciones de leucocitos polimorfonucieares (LPMN) / leucocitos totales (LT) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via
dos con 5,000 coquistes de Eimeria ienella por via oral. Las proporciones de LPMN / L de 10 aves por grupo por dia
de muestreo, fucron sometidas a un prucba de ANDEVA y las diferencias entre las medias se evaluaron con la prueba de Dunnett. Los asteriscos muestran una diferencia estadistica significativa
{P<0.05) en comparacién con el grupo testigo.
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Figura 12. Producciéon de ooquistes en ciegos
de pollos infectados con E. terella 6 dias
posadministracién de 5-FU

Millones de ooquistes / gramo de ciego

EL3 3.593419

f . ”
7 dias posinoculacién con E. tenella
5-FUELm 6268471

Medi. del na de ooqui mu:gosdcpollos(9pcrgmpo), infectados por via oral con 5,000
ooquistes de E. fenefla 6 dias despucés de 12 ad por via intr de 200 mg de S-FU / kg de
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron sometidos a Ia prucba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
fas diferencias entre medianas se determinaron con la prueba U de Wilcoxon-Man Whitney. El asterisco
muestra diferencias estadisticas significativas (P<0.05) en comparacitn con el grupo testigo.

Cuadro 3. Grado de severidad de lesiones cecales

Grupos

en pollos infectados con E. tenella 6 dias
posadministracién de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales
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Evaluacion de la severidad de lesiones cecales de polles (9 por grupo) tratados con 200
mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 6 dias después por via oral con 5,000 ooquistes de E.
tenella. Los resultados fucron sometidos a la prucba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las
diferencias entre medianas se determinaron con la prueba U de Wilcoxen-Man Whitney. El
asterisco muestra diferencias cstadisticas significativas (P<0.05) en comparacién con el
grupo testigo.



Figura 13. Efecto de la infeccion con E. tenella 8 dias después de la administracion
de 5 fluorouracilo sobre la proporcién de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda
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Proporciones de leucogitos polimorfonucleares (LPMN) / leucocitos totales (LT) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via
quistes de Eimeria tenella por via ocal. Las proporciones de LPMN / LT de 10 aves por grupo por dia
L

intravenosa a los 17 dias de edad (dias 0) y que 8 dias despué
de muestreo, fucron sometidas a una prucba de ANDEVA y las diferencias entre Jas medias s evaluaron con 1a prueba de Dunnett. Los asteriscos

(P<0.05) en comparaci6n con el grupo testigo.
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Figura 14. Produccidon de ooquistes en ciegos
de pollos infectados con E. tenella 8 dias
posadministracion de 5-FU

Millones de ooquistes / gramo de cicgo
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2.100488 I . ”
3.101023 7 dias posinoculacion con E. tenella

Medianas del niimero de ooquistes en ciegos de pollos (9 por grupo), infectados por via oral con 5,000
coquistes de E. tenclla 8 dias después de 1a administracién por via i osa de 200 mg de 5-FU /kgde
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron sometidos a la prucba no paramétrica de Kruskal-Wallis y
las dift ias entre medianas se determi con la prucba U de Wilcoxon-Man Whitney.

Cuadro 4. Grado de severidad de lesiones cecales
en pollos infectados con E. tenella 8 dias
posadministracion de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales

Grupos

Evaluacion de la severidad de lesiones cecales de pollos (9 por grupo) tratados con 200
mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 8 dias después por via oral con 5,000 ooquistes de E.
tenella. Los resultados fueron sometidos a 12 prucba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las
dife ias entre medi se detarmi con la prueba U de Wilcoxon-Man Whitney.




Figura 15. Efecto de la infeccidn con E. tenella 10 dias después de la administracion
de 5 fluorouracilo sobre la proporcién de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda
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totales (LT) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via
dos con 5,000 ooqui

de Eimeria tenella por via oral. Las proporciones de LPMN / LT de 10 aves por grupo por dia
de muestreo, fueron somctidas a una prucba de ANDEVA y las diferencias entre las medias se evaluaron con 1a prucba de Dunnett. Los asteriscos una dif¢ i distica significativa
(P<0.05) en comparacién con el grupo testigo.




Figura 16. Produccion de ooquistes en ciegos Cuadro 5. Grado de severidad de lesiones cecales
de pollos infectados con E. tenella 10 dias en pollos infectados con E. tenella 10 dias
posadministracion de 5-FU posadministracion de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales
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. Evaluacion de la severidad de lesiones cecales de pollos (9 por grupo) tratados con 200
Medianas del nimero de ooqr maegosdepo"os(‘iwrmm) infectados por via oral con 5,000 mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 10 dias después poc via oral con 5,000 ooquistes de £
ooquistes de E. tenella 10 dias después de la admini n por via de 200 mg de 5-FU / kg de tenella. Los resultados fueron sometidos ala prucba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron somendos 2 la prucha no paramétrica de Kruskal-Wallis ¥ diferencias entre medianas se dctammamn con la prucba U de Wilcoxon-Man Whlmcy B
las diferencias entre meds se determi con la prucba U de Wilcoxon-Man Whitney. El asterisco asterisco dif disticas significativas (P<0.05) en comparacion con ¢l
difevencias estadisticas significaiivas (P<0.05) en comparacién con l grupo testigo. grupo testigo.
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Figura 17. Efecto de la infeccion con E. tenella 12 dias después de la administracion
de 5 fluorouracilo sobre la proporcion de leucocitos polimorfonucleares / leucocitos
totales en sangre periférica de pollos de engorda

Inoculacién con E. tenell,

L]

2
& 0.600
a -
L%}
<
= 0.500
== ww ... - - 4
-~ - *
= 0.400 om—
= - O Testigo
-~ —_~
2 - = S = = oo - CZEr
2 _— ms-FUEL
3 0.200
@ .- - -
2
K=] 0.100 * *
2 - va
2
g 0.000 [l T T T T T T T ) N
o 1 3 5 7 8 9 10 12 1s Dias postratamiento con 5-FU
Testigo 0297 0.204 0.255 0273 0229 0300 0311 0.290 0302
5-FU 0373 0391 0314 0.105 0.025 0.027 0.027 0314 0373
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P i del limorfonucleares (LPMN) / leucacitos totales (LT) en sangre periférica de pollos de engorda testigos y tratados con 200 mg de 5-FU / kg de peso por via

P
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intravenosa a los 17 dias de edad (dias 0) y que 12 dias después fueron infectados con 5,000 coquistes de Eimeria tenella pos via oral. Las proporciones de LPMN / LT de 10 aves por grupo por dia
de muestreo, fucron sometidas a una prucba de ANDEVA y las diferencias entre las medias se evaluaron con 1a prueba de Dunnett. Los asteriscos muestran una diferencia estadistica significativa
(P<0.05) en comparacién con ¢l grupo testigo.
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Figura 18. Produccién de ooquistes en ciegos
de pollos infectados con E. tenella 12 dias
posadministracién de 5-FU

7 dias posinoculacién con E. tenella

en ciegos de pollos (9 por grupo), infectados por via oral con 5,000
inistracio a i osa de 200 mg de 5-FU / kg de

ooquistes de E. fenella 12 dias desp
peso a los 17 dias de edad. Los resultados fueron sometidos a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y

i d i con la prueba U de Wilcoxon-Man Whitney. El asterisco
(P<0.05) en comparacién con el grupo testigo.
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Cuadro 6. Grado de severidad de lesiones cecales
en pollos infectados con E. fenella 12 dias
posadministracién de 5-FU

Grado de severidad de lesiones cecales
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Evaluacion de la severidad de lesiones cecales de pollos (9 por grupo) tratados con 200
mg de 5-FU / kg de peso ¢ infectados 12 dias después por via oral con 5,000 ooquistes de £.
tenella. Los resultados fueron sometidos a la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis y las
diferencias entre medianas se determinaron con la prueba U de Wilcoxon-Man Whitney.
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