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RESUMEN

(Determinacion de interferon gamma durante la infeccion experimental con Eimeria tenelia en poilo de
engorda. Asesorado per MVZ MC Gary Garcia E., MVZ PhD Guillermo Télles ., MVZ MC José Antonio
Quintana L. y DVM Tamas Féhérvari}. Con la finalidad de evaluar el interferén (IFN) secretado durante la
infeccion experimental con Eimeria tenella se realizaron cuatro estudios. En el primero se evalué la
respuesta primaria en linfocitos T (L.T) esplénicos de pollo de engorda (Hubbard x Hubbard) de 20 dias de
edad desafiados con 1 x 10* ooquistes esporulados de E. fenella. Los LT se aislaron a partir de cuatro bazos
en una mezcla celular con la técnica de columnas de fibra de nilén al dia 1, 3, 5, 7 y 9. En el segundo
experimento también de respuesta primaria, el aislamiento se efectud con !a técnica de ficoll hypaque con
cultivos celulares esplénicos individuales. En el tercer experimento 32 aves fueron desafiadas previamente
con una dosis unica de 1 x 10* ooquistes al dia 20 de edad, 14 dias después se desafiaron con § x 10%
ooquistes de la misma cepa, 16 aves testige no se desafiaron. En el cuarto experimento 32 aves tuvieren un
programa de inmunizacion con 1000 ooquistes diarios durante 10 dias hasta el dia 20 de edad, 10 dias
despuss se desafiaron con 5 x 104 ooquistes de la misma cepa, En los experimentos de respuesta secundaria
al dia 1, 3, 7 y 9 postinoculacion (PI) se sacrificaron ocho aves del grupe tratado y cuatro del testigo. Los
bazos se juntaron en dos mezclas celulares del grupo desafiado y una del testigo. Los LT del tercer y cuarto
experimento se purificaron con columnas de fibra de nitén, Para evidenciar el IFN presente cada dia PI se
empled un ensayo antiviral con el virus de la enfermedad de Newcastle, 1a infeccién de la bolsa de Fabricio y
la estomatitis vesicular. El grado de infeccion en cada modelo se determiné por calificacidn de lesiones y
cuantificacion de ooquistes. En el primer experimento se observo que el IFN del grupo desafiado alcanza un
pico al dia 5 PI diferente (p<0.05) al grupo testigo, baja ligeramente al dia 7 PI (p<0.05) y se incrementa al
dia 9 PI (p<0.05). En el segundo experimento se determind un comportamiento similar al primero. En el
tercer experimento a los dias 1 y 3 Pl en el grupo desafiado se observd un nivel alto de iFN el cual
disminuyd al dia 7 y 9 PI (p<0.05). En el cuarto experimento en el grupo desafiado se determinaron niveles
altos de IFN al dia 1 y 3 P, al dia 7 y 9 PI estos niveles bajaron. Se observé un aumento de coquistes y del
grado de lesiones (p<0.05) en las aves de la respuesta primaria en comparacion a las aves de la respuesta
secundaria, lo que coincidio con el grado de inmunidad adquirido. Es factible que el pico de IFN observado
al dia 5 Pl en la respuesta primaria este relacionado con el grado de resistencia de las aves y su eficacia en el
establecimiento de inmunidad celular. El alto nivel de IFN observado al inicio de la respuesta secundaria
posiblemente sea un reflejo de la estimulacién antigénica constante y probablemente se debe a la existencia
previa de subpoblaciones de LT inmunes contra E. tenella.

Palabras clave; pollo de engorda; interferon; linfocitos T; inmunidad celular; coccidiosis aviar, Eimeria
tenella, vims de la enfermedad de Newcastle; virus de 1a infeccién de la bolsa de Fabricio; virus de la

estomatitis vesicular.
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DETERMINATION OF INTERFERON GAMMA DURING EXPERIMENTAL INFECTION WITH
Eimeria tenella IN BROILERS.

SUMMARY

Four studies were carried out to evaluate the secretion of interferon (IFN) during experimental infection with
Eimeria teneila. In the first study, the primary response of splenic lymphocytes T (LT) was evaluated in 20
days old broiler chickens (Hubbard x Hubbard) challenged with E. fenelia sporulated oocysts 1 x 10°, Nylen
wool columns were used to isolate LT in pools of four spleens at 1, 3, 5, 7 and 9 post-infestation (PI) days. In
the second experiment, the primary response was also evaluated in LT isolated from individual spleens using
ficoll hypaque gradients. In the third experiment, a group of 32 chicks aged of 20 days, were challenged
first with 1 x 10° oocysts and 14 days later with 5 x 10° oocysts again, meanwhile 16 birds served as control,
whithout any coccidia infestation, In the fourth experiment, 32 ten-day old chicks were submitted to a daily
boosting program with 1000 oocysts/day during a period of 10 days and after another ten-day period they
were challenged with 5 x 10* oocysts of the same Eimeria strain. In the studies of secondary immune
response, eight birds from the challenged group and four from the control group were euthanased at 1, 3, 7
and 9 PI days. Two pools of spleen were separately prepared from challenged and control bird. Nylon wool
columns were used to purify splenic LT and the supernatants were colected. In order to detect the presence of
IFN, the viruses of Newcastle disease, infectious bursal disease and vesicular stomatitis were applied in
antiviral assays. Lesion score and cocyst quantification methods were used to determine the severity of
infection in each experiment, It was observed in the first experiment that the presence of IFN in challenged
group reached a peak on the 5% PI day, different from the control group, slightly decreased on the 7" Pl day
and increased it on the 9° P! day again (always p< 0.05). The result of the second experiment resembled to
the first one. On the 1* and 3" PI days of the third trial, a high level of IFN was observed in the challenged
group, which lowered at the 7% and 9* PI days (p< 0.05). A high level of IFN was also detected in the fourth
experiment between 1* and 3% PI days; this level decreased between the 7* and 9" Pl days. More and
severer lesions and increased number of cocysts (p< 0.05) were observed in the primary response group than
the secondary one, cases which coincided to the immunity degree. The peak of IFN observed on 5" PI day in
the primary response group (challenged group) were likely relationed to resistance degree of the birds and
their cellular immunity efficacy. In the challenged group, the high level of [FN observed in the beginning of
secondary response, is likely due to the previous antigenic stimulation from immune subset LT against £.

tenella.

Key words: chiclgen; birds; broiler; interferon; T iymphocytes; celiular immunity; avian coccidiosis; Eimeria
tenella; boosting; Newcastle disease; infectious bursal disease; vesicular stomatitis.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Coccidiosis aviar

La coccidiosis aviar es sin duda la enfermedad parasitaria que mayor importancia tiene,
debido a que ocasiona grandes pérdidas econdmicas en la produccion avicola mundial.

Es producida por un protozoario que incluye a diversas especies del género Eimeria.
Se caracteriza por ser un parasito intracelular obligado especie-especifico con ciclo de vida
autolimitante (Figura 1, Esquema 2) (McDougal y Reid, 1991; Moreno, 1989).

Afecta el tejido intestinal lo que se refleja con pérdida de peso, retraso en el
crecimiento, baja conversion alimenticia, despigmentacion, susceptibilidad a otros patogenos
infecciosos y mortalidad. Las aves mas afectadas son animales jovenes entre 4 y 6 semanas
de vida (McDougal y Reid, 1991; Moreno, 1989; Rose, 1989; Wakelin y Rose, '1991). En
México, Eimeria tenella y E. acervulina son las especies de coccidia de mayor prevalencia
en el pollo de engorda, un solo ooquiste esporulado es capaz de reproducirse potencialmente
en millones de ooquistes que llegan a producir gran dafio en aves susceptibles (Figura 1,
Esquema 1) (Moreno, 1989; Moreno et al, 1980).

1.2 Repercusiones de la coccidiosis provocada por Eimeria tenella

En México, la especie de coccidia mis problematica es E. fenella, que provoca los
problemas mas severos en las granjas. Se caracteriza por causar lesiones en ciegos, pérdida
de peso y retraso en el crecimiento (Moreno, 1989; Moreno ef al, 1980). Esto se ve
favorecido por la alta patogenicidad de la cepa involucrada, su poca inmunogenicidad y la
suceptibilidad del pollo, siendo un problema constante en la industria del pollo de engorda
(Bafundo, 1994; Long ef al, 1986; Nakai et al, 1992; Stiff y Bafundo, 1993).

El tipo de coccidiosis clinica o subclinica depende del nimero de ooquistes ingeridos y
del grado de patogenicidad de la cepa involucrada, en la coccidiosis clinica hay mortalidad
de hasta el 15%. Sin embargo, la presentacidén subclinica es la mas importante ya que
favorece un estado de tensiéon e inmunodepresion constante muchas veces acompafiado de
un brote clinico con todas sus repercusiones (McDougald y Reid, 1991, Moreno ef al,
1980).



1.3 Control farmacolégico

Para obtener su control, desde fines de la década de 1940 se han implementado
programas terapéuticos a base de firmacos de fermentacion microbioldgica y sintesis
quimica. Sin embargo los anticoccidianos de ambos grupos poseen algunas de las siguientes
restricciones:

a).- No existe ningin firmaco que elimine a todas las especies de coccidia existentes en el
pollo.

b).-Algunos de los firmacos producen efectos colaterales indeseables.

c).- Se ha observado que algunas cepas de coccidia han desarrollado resistencia a firmacos
especificos.

Esta problematica ha orientado a la elaboracion de diferentes estrategias en su
utilizacién, como son los programas duales, la rotacion y la mezcla de anticoccidianos con
principios activos diferentes. Sin embargo estas estrategias no han resultado ser siempre
eficaces (Bafundo y Jeffers, 1990, Chapman, 1984(a,b); Eckman, 1993; Jeffers y Bentley,
1980; McDougal, 1994; McDougal y Reid, 1991).

1.4 Nuevas estrategias para su control

Actualmente debido a un limite en la utilizacién de las drogas anticoccidiales, con la
finalidad de establecer una inmunidad adecuada en las aves se ha propuesto la aplicacién de
vacunas vivas con base a coccidias de periodos de prepatencia precoz, atenuadas o
modificadas para emplearse en gallinas reproductoras y pollonas de postura para reemplazo
(Moreno, 1984,1985). Sin embargo obtener resultados favorables no es tan simple, ya que
se desconocen en forma precisa cudles son las bases inmunologicas celulares impiicadas en la
proteccién y se desconocen exactamente los mecanismos patogénicos del parasito durante la
infeccion. Ademis las vacunas con base a coccidias vivas tienen algunas limitantes, ya que se
requiere experiencia técnica en su aplicacion (Bafundo, 1994; Moreno, 1985).

En el pollo de engorda la més ligera infeccién vacunal afecta los parametros
productivos. Existe ademas el riesgo de introducir a la granja nuevas cepas potencialmente
patégenas que propician la presentacion de brotes clinicos. Ademas segun el tipo de cepas
contenidas en la vacuna se corre el riesgo de que las aves se encuentren susceptibles contra
otra especie de Eimeria, debido a que no existe inmunidad cruzada entre las mismas e
incluso entre cepas de una misma especie (Bafundo,1994; Moreno, 1984, 1985;).



1.5 Perspectivas inmunolégicas de la vacunacion

La mayoria de las investigaciones actuales se enfocan a descubrir cuiles son fos
principales factores involucrados en la patogenicidad de la coccidia hacia su huésped y los
mecanismos inmunoldgicos que emplea el ave para obtener una inmunidad eficaz (Bafundo,
1994; Jenkins ef al, 1991; Jeurissen ef al, 1996, Lillehoj and Trout, 1993). La investigacién
se ha enfocado ademis, a la caracterizacion de antigenos recombinantes de Eimeria spp que
puedan ser utilizados como vacunas (Lillehoj y Trout, 1993; Witter ez al, 1994) y de
citocinas recombinantes que potencialicen la respuesta inmune (Leong et a/, 1994),

En estudios in vivo se ha observado que para inducir una respuesta inmune eficaz que
sea capaz de proteger ante un desafio posterior con altas dosis de ooquistes se necesitan
dosis bajas y repetidas de E. fenella o E. acervulina (Joiner y Norton, 1976; Long ef al,
1986; Nakai er al, 1992; Stiff y Bafundo, 1993).

Otros estudios han mostrado que la respuesta humoral se halla implicada en la
proteccion inmune, sin embargo no es suficiente para brindar una proteccién eficaz
(Ovington ef al, 1995; Talebi y Mulcahy, 1995(a)). Las respuestas inmunolégicas a este tipo
de parasitos son complejas e involucran los dos tipos de inmunidad especifica: la humoral y
la celular (Dunnigton ef al, 1992; Rose y Wakelin, 1989; Wakelin y Rose, 1991).

Se han realizado estudios con aves bursectomizadas que muestran un desarroilo
inmune normal a las coccidias, lo que no sucedido en aves timectomizadas que tuvieron
lesiones severas ocasionadas por las coccidias, lo que indica un papel de mayor importancia
para los LT que para los B (Pierce and Long, 1965). Ademas in vitro se ha observado que
la proliferacion de LT se ve aumentada en respuesta a la infeccién con diferentes antigenos
coccidianos de E. tenella, E. acervulina y E. mdxima (Lillehoj, 1986; Martin ef al, 1995,
Prowse y Pallister, 1989; Rothwell ef a/, 1995), lo que indica la importancia de la proteccion
de los LT contra las coccidias y de los mecanismos que puede inducir una vacuna de
coccidia en ellos.

No se conoce precisamente el mecanismo celular de proteccion contra las distintas
especies de Eimeria, por lo que se requiere investigar en distintas areas del conocimiento
sobre este mecanismo, para que ayude en el disefio de nuevas estrategias de control (Juarez
et al, 1997(c); Lillehoj y Trout, 1993; Ovington ef al, 1995; Witter ez al, 1994).



1.6 Proceso inflamatorio e inmunidad celular

Al principio de una infeccién el antigeno (Ag) es reconocido por una célula
presentadora de antigenos profesional (CPA) la cual lo procesa para presentarlo en el
contexto de.su molécula de superficie clase II del complejo principal de histocompatibilidad
(MHC) al receptor de linfocitos T (TCR). Posteriormente entre las células se inicia una
comunicacion a través de receptores de membrana. Existe otro tipo de comunicacién entre
células especializadas por medio de mediadores solubles denominados citocinas y en el caso
de los linfocitos se les conoce como linfocinas (Engelhard, 1994; Roitt ef al, 1993).

La presencia del Ag propicia la liberacion de citocinas e inicia una serie de eveatos por
parte del sistema inmunolégico del huésped que involucra regular los procesos biologicos
ligados a la inflamacion y a la inmunidad (Delannoy ef al, 1993). Las linfocinas son proteinas
solubles de distintos pesos moleculares, sintetizadas por los LT o los linfocitos LB. La
sintesis de linfocinas se efectia bajo su propio patrén genético y no por células secundarias o
por proteinas extracelulares complementarias (Paul, 1993).

Cada citocina posee una funcién especifica que manifiesta al momento de adherirse a
los receptores de su célula blanco (Abbas ef al, 1994). La liberacion de citocinas dependera
del tiempo que dure el estimulo, que puede estar dado por otras citocinas o a través de
receptores de membrana como el MHC y el TCR. El tiempo de accién dependera de la
permanencia del Ag en el organismo para que a su vez éste mantenga activo al sistema
inmune y continde la presencia de citocinas en el medio extracelular (Abbas ef al, 1994;
Engelhard, 1994).

1.6.1 Las citocinas en el proceso de inmunorregulacién inflamatoria

Las primeras citocinas que se secretan activan la diferenciacion y proliferacion de LT.
Entre ellas se encuentra la I -2 producida por LT CD4+ y CD8+ (Knudson ef al, 1990).
Interactilan a la vez citocinas quimiotacticas y vasoactivas como la IL-8, IL-1, TNF-a e
IL-6 (Delannoy et af, 1993). La IL-4 es producida por LT CD4+ y es una
inmunomoduladora importante. A su vez se liberan otras citocinas que van ayudar a
inmunorregular la inflamacion como el IFN-y que es producido por LT CD4+, CD8+ y NK;
la misma IL-2 y el TNF-B producido por LT activados (Klasing, 1994; Street ef al, 1991).



Otras citocinas inhiben la sintesis de citocinas especificas y por lo tanto se consideran
citocinas antiinflamatorias a la [L-10 producida por LT CD4+ cooperadores (Th2), el
antagonista receptor de la IL-1 (IL-1Ra) y el factor transformante de crecimiento (TGF)
(Delannoy et al, 1993).

El factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) es
liberado por los LT CD4+ estimula la diferenciacion y proliferacion de granulocitos y
fagocitos mononucleares, contribuye ademas a la quimiotaxis de leucocitos al sitio de
inflamacion (Abbas ef al, 1994; Paul, 1993).

Las linfocinas son particularmente importantes para combatir virus, parasitos y
bacterias intracelulares (Shat, 1994), Los macréfagos actian secretando citocinas como
TNF-a, IL-1, IL-6, GM-CSF y TGF. El TNF-a activa LT CD4+, CD8+, LT CD4+Thl, LT
CD4+Th2 y PMN (Petrone ef al, 1997). La activacion y secrecion de IFN-y por los LT
CD4+ dirige la actividad de los macrofagos por lo cual juega un papel importante en la
inmunidad y la resistencia (Breed ef al, 1997; Paul, 1993; Street ez al, 1991).

Por su parte los LT CD8+ secretan linfotoxinas, [FN-y y en menor cantidad TNF-c.
Poseen diferentes mecanismos para destruir patogenos al provocarles lisis después de la
identificacion de sus células blanco. Las citocinas tienen miltiples funciones y mas de una
citocina puede mediar la misma o varias funciones simifares al mismo tiempo (Abbas et 4/,
1994; Klasing, 1994; Street et al, 1991).

Las citocinas I1-2, IL-3, IFN-y y GM-CSF (Abbas et al, 1994) son liberadas
principalmente por los linfocitos Thl y cada una de ellas tiene funciones especificas al
adherirse a su célula blanco. Por ejemplo la IL-2 estimula el crecimiento de los LT, LB, NK
y la IL-3 estimula la diferenciacion y proliferaciéon de todos los tipos celulares. El IFN-y
activa a los macrofagos, linfocitos NK, células endoteliales, asi como incrementa la
expresion de moléculas del CMH clases I y I de todas las células. El IFN-y es ademas
inmunorregulador de citocinas y tiene actividad antiviral y antitumoral. Cuando se hallan
presentes simultineamente IFN-y mas TNF-o manifiestan un poderoso sinergismo y
actividad citolitica (Bymes et al, 1993(a); Dijkmans ef a/, 1989; Revel, 1979, Roitt ef al,
1993; Paul, 1993; Street ez al, 1991).



1.7 Interaccion inmunologica intestinal

El tejido primario para la invasion de la coccidia es el epitelio mtestinal, el
conocimiento de la interaccion entre LT y coccidias en el intestmo es crucial para el disefio
de una vacuna que sea efectiva. Sin embargo existe poca informacion disponible relacionada
con el sistema inmune intestinal de las aves (en contraste a lo que ya se sabe del sistema
inmune de los mamiferos).

El tejido linfoide asociado al intestino (GALT) de los pollos que incluye células
inmunorreguladoras y efectoras, en diferentes condiciones experimentales ha resultado ser la
primer linea de defensa a nivel de superficie de la mucosa intestinal (Cabriales, 1997,
Lilleho), 1996(a,b)).

En las aves, como en los mamiferos la identificacion de antigenos de superficie con
AcM hizo posible la distincion entre LT cooperadores (marcador CD4+) y LT efectores
(marcador CD8+), sin embargo estos antigenos de superficie no son indicaderes absolutos
de una sola funcion (Abbas et al, 1994), los dos tipos de LT varian en sus funciones. Los LT
CD4+ auxilian en la inmunomodulacién de subpoblaciones celulares, sintesis de anticuerpos
y reacciones de hipersensibilidad, mientras que los LT CD8+ regulan principalmente efectos
citotoxicos (Shat, 1994). Los LT CD8+ reconocen antigenos extrafios aunados a moléculas
clase I del MHC, mientras que los LT CD4+ reconocen antigenos extrafios en asociacion

estrecha con moléculas clase II del MHC (Abbas ef a/, 1994; Shat, 1994).

La ontogenia de los LT en el intestine del ave se ha determinado durante las primeras
semanas de vida. Los LT CD8+ se han observado en nimero creciente como linfocitos
intraepiteliales (IEL) y en lamina propia intestinal (LPI) hasta las ocho semanas de edad,
posteriormente empiezan 8 disminuir, Los LT CD4+ se han hallado tinicamente en LPI y su
numero es menor en relacion al de los LT CD8+ (Lillehoj y Chung, 1992).

El aumentar el conocimiento sobre el papel que juega el sistema inmune intestinal del
ave contra la infeccion por coccidias, contribuira a disefiar nuevos esquemas de vacunacion
contra la coccidiosis que sean efectivos y no manifiesten los efectos detrimentales que se han

observado.



1.8 Importancia de los linfocitos T en la infeccién por Eimeria tenella

La importancia de los LT en la respuesta inmune a las coccidias esta bien
documentada (Lillehoj and Trout, 1993). Por ejemplo, en ratones se ha determinado que la
inmunidad conferida por células esplénicas y de linfondédulos provenientes de ratones
inmunes a Eimeria falciformis puede ser transferida a ratones susceptibles los cuales resisten
adecuadamente un desafio. En un ensayo in vivo una deplecién parcial de LT inducida por
un anticuerpo monoclonal (AcM) contra el antigeno Thy 1.2 produce un abatimiento casi
total de la inmunidad protectora contra £. falciformis y alarga el periodo de patencia (Rose
et al, 1992). En animales atimicos se ha observado que la reaccién a la infeccién primaria
por coccidias es mas severa que en animales normales, ademas de no crear resistencia ante
una reinfeccion (Ovington ef a/, 1995).

Los resultados de otros estudios indican que la deplecién in vivo de LT CD4+,
incrementa la severidad de la infeccion primaria por £. vermiformis, pero no tiene efecto
alguno cuando la inmunidad ya se encuentra establecida (Rose ef al, 1989, 1991(b)). Sin
embargo, cuando se induce la deplecion in vitro de LT CD4+ pero no la de LT CD8+
colectados de ratones inmunes se impide la transferencia de inmunidad a ratones receptores
susceptibles, lo que sugiere un papel importante de los LT CD4+ en la induccion de
immunidad a las infecciones por E. vermiformis (Rose et al, 1992, 1991(a))

En aves inmunes a Eimeria spp se ha observado que las células esplénicas y linfocitos
sanguineos son capaces de transferir resistencia a aves no inmunes (Rose et al, 1979; Rose y
Hesketh, 1982).

El papel de los LT en la resistencia a la coccidiosis ha sido investigada con agentes que
suprimen las respuestas inmunes mediadas por células, como la ciclosporina A (Cs-A),
betametasona y dexametasona (Isobe y Lillehoj, 1993; Kogut y Slajchert, 1992; Lillehoj,
1987). Cuando la Cs-A se proporcion6 junte con los ooquistes, la infeccion se redujo,
posiblemente por su efecto sobre los ooquistes; sin embargo, cuando se proporcioné antes
del desafio con los ooquistes, la susceptibilidad a la infeccion aumenté y cuando se dio antes
de un desafio secundario la inmunidad se abatié (Isobe y Lillehoj, 1993).

Lillehoj (1987) proporciond Cs-A a aves antes de infectarlas con tres Eimerias spp de
pavo la inmunosupresion inducida por la Cs-A permitidé que éstas completaran su ciclo de
vida. Los resultados fueron similares cuando se empledé betametasona y dexametasona,
ademas se observé que las respuestas de IgG e IgA especificos a la Eimeria utilizada en el



desafio aumentaron. Estos resultados sugieren una participacion importante de los LT en la
inmunorregulacion de la resistencia natural contra Eimeria spp de diferentes especies de
huésped.

Martin y colaboradores (1993,1995) observaron que algunos antigenos solubles
provenientes de diferentes estadios de E. tenella, E. maxima o E. acervulina, fueron capaces
de inducir in vitro la proliferacién especifica de LT obtenidos de aves previamente
inmunizadas contra la especie especifica utilizada. Sin embargo, se observé que E.
acervulina induce poca o nula proliferaciéon de LT provenientes de aves inmunizadas contra
E. tenella, por lo cual concluyen que la naturaleza de las respuestas inmunes a Eimeria spp
son especie-especificas por parte del hilésped, lo cual concuerda con lo reportado por
Lillehoj y colaboraderes (1989). Sin embargo, en algunos estudios recientes se ha reportado
que los LT de aves inmunes a £. tenella responden a la estimulacion con factores solubles de
E. acervulina siempre y cuando se utilicen grandes concentraciones de este antigeno, y
viceversa, sucede lo mismo si se estimulan LT de aves inmunes a E acervulina con
antigenos solubles de E. fenella o de E. acervulina respondiendo favorablemente a ambos
antigenos (Kaspers ef a/, 1994; Prowse y Pallister, 1989).

Estos reportes sugieren que las respuestas cruzadas mediadas por los LT se pueden
inducir bajo determinadas circunstancias. Sin embargo, si realmente existe ésta reactividad
cruzada de los LT con epitopos especificos, la respuesta de por qué esto no se observa in
vivo permanece aun sin esclarecer (Juarez et al, 1997(c)).

1.8.1 Inmunorregulacién de los LT CD8+ en la infeccion por Eimeria tenella

La respuesta inmune inducida por las infecciones coccidiales involucra tanto la
resistencia como la inmunidad. La resistencia es responsable de la eliminacién de parasitos
durante las fases tempranas de una infeccion primaria, mientras que la inmunidad a Eimeria
spp usualmente se considera en el contexto de una infeccion secundaria, que resulta en la
reduccion del nimero de ooquistes eliminados, asi como en la atenuacién de la signologia
clinica (Abbas, 1994; Rose et al, 1984; Sharma, 1991).

En huéspedes inmunes, los esporozoitos que entran al intestino un poco después de la
inoculacion, se ven impedidos para completar su desarrollo; cuando estos esporozoitos son
removidos 24-48 horas post-inoculacién y se inoculan en un huésped susceptible, completan
su desarrollo y se observa un efecto patogénico (Rose y Hesketh,1992).



La inmunidad a la coccidiosis involucra mecanismos que a la vez que ayudan a reducir
el nimero de esporozoitos intracelulares inhiben el desarrollo natural del parisito.

Aunque no se ha demostrado la participacion directa de los LT CD8+ en la resistencia
a la coccidiosis, un incremento en el nimero de estas células ha sido observado en el epitelio
del intestino después de una infeccion secundaria (Lillehoj y Bacon, 1991; Rothwell ef al,
1995, Trout y Lillehoj, 1995, 1996; Vervelde ef al, 1996).

Los LT CD8+ se han observado frecuentemente en contacto directo con células
epitehales infectadas con el parasito, se ha sugerido que estas células epiteliales infectadas
son un blanco para los LT citotoxicos en el contexto adecuado para el MHC clase I (Juarez
et al, 1997(c); Lillehoj y Bacon, 1991; Trout y Lillehoj, 1993; Vervelde ef al, 1996).

En ratones, una deplesion selectiva de los LT CD8+ in vive da como resultado un
ligero incremento en 1a produccion de ooquistes después de una infeccion secundaria con £.
vermiformis, pero no tiene ningun efecto si la deplesion se efectia durante la infeccion
primaria. La misma deplesion de LT CD8+ incrementa la producciéon de ooquistes después
de la infeccién secundaria con E. pragensis, con ligero decremento de la cantidad de
ooquistes después de la infeccion primaria (Rose et al, 1992) factiblemente explicada por el
papel que tienen los LT CD8+ en el aumento de invasivilidad de los esporozoitos de Eimeria
spp al tejido intestinal, ya que se ha observado una invasion activa de los esporozoitos a los
LT CD8+ (Juarez ef al, 1997(a); Lawn y Rose, 1982; Trout y Lillehoj, 1995).

Trout y Lillehoj (1995) han observado resultados similares en aves con deplesion de
LT CD8+ después de la infeccion primaria y secundaria con E. acervulina. La deplesion de
LT CD8+ incrementa la severidad de una infeccion secundaria al haber ausencia de células
citotdxicas que en condiciones normales eliminan a las células infectadas y asi limitan la
multiplicacion del parésito. Esta observacion junto con los hallazgos histologicos, proveen
evidencias de que los LT CD8+ intervienen en la inmunidad del huésped contra los parasitos
coccidianos en las aves (Lillehoj, 1996(a); Rothwell et al, 1995; Vervelde ef al, 1996). Por
lo que es importante contar con técnicas de aislamiento celular adecuadas que garantizen un
alto porcentaje de participacion de estas células en los ensayos experimentales con Eimeria

ssp.



1.8.2 Los LT con funcion NK en el contexto de la resistencia a la coccidiosis

La resistencia responsable de la eliminacion de parasitos, involucra componentes como
los linfocitos NK y los macrofagos (Abbas, 1994). En afios recientes se ha despertado un
interés considerable por la poblacién linfoide de la mucosa intestinal, particularmente en los
linfocitos NK intraepiteliales. Se ha postulado que los linfocitos NK juegan un papel
importante como mecanismo de defensa del huésped contra tumores, bacterias y virus, asi
como también en la homeocinesis de los tejidos normales. El epitelio intestinal de los pollos
contiene células analogas a la actividad observada en los linfocitos NK de los mamiferos.

Se ha observado una correlacidn positiva entre la actividad de los linfocitos NK y la
resistencia natural contra la coccidiosis (Lillehoj, 1996(a)). El incremento de actividad de los
linfocitos NK ocurre en los estadios tempranos de la infeccion con coccidia y es mas alto de
lo normal cuando coincide con la eliminacion del parasito, lo que sugiere un papel
importante para los linfocitos NK en el control de la proliferacion parasitaria y las
consecuencias de la infeccion (Lillehoj y Trout, 1996).

1.9 Importancia del estudio de las citocinas en la infeccién por Eimeria tenella

En el humano y el ratéon se han descubierto y caracterizado varias linfocinas como:
IL-2, IL-3, IFN-y, GM-CSF, TNF-a y TNF-{ entre otras (Abbas ef al, 1994; Delannoy et
al, 1993; Dijkmans ef al, 1989; Klasing, 1994).

Sin embargo en medicina veterinaria sélo se han caracterizado IL-8 e IL-2 en bovinos
(Sambhara y Belden, 1988), IL-2 en felinos (Bauer y Olsen, 1988) ¢ -2 en aves (Myers e/
al, 1992). Recientemente en forma parcial se identificé IL-2 ¢ IFN-y de pollo (anilogo en
funcion al IFN-y de mamiferos) en SE-ILK y SG-ILK obtenidos de LT provenientes de aves
inmunizadas contra estas dos bacterias y estimuladas a una dosis de 2.5 pg/mL de Con-A
(Gomez, 1995).

Las respuestas inmunes a nivel de mucosa y la homeocinesis de las células epiteliales
son reguladas por un amplio arsenal de citocinas; sin embargo, en aves se conoce poco de
ellas y del papel que juegan en la proteccion contra £ fenella, por lo cual es necesario
desarrollar lineas de investigacion sobre las subpoblaciones de LT CD4+ de aves y sus
patrones de secrecién de linfocinas especificos. Se necesita especificamente efectuar estudios
precisos a nivel del intestino que es el lugar donde la infeccion ocurre. Que involucren a su
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vez andlisis de citocinas tan importantes como IFN-y, TNF-¢, IL-1, -2, IL-3, IL-4, IL-5,
-6, O-10 e IL-12 (Juarez et al, 1997(c)).

1.9.1 LT involucrados en la cascada de las citocinas

Estudios recientes sobre protozoarios y bacterias intracelulares sugieren un papel
importante para los LT CD4+ y LT CD8+, no sélo como células efectoras sino también
como productoras de linfocinas que regulan la respuesta de otras células (Barcinski es al,
1994; Lillehoj y Trout, 1993; Téllez ez al, 1993).

En mamiferos existen diferentes subclases de LT CD4+ (Thl y Th2) que regulan las
respuestas de proteccién e inmunopatogénesis contra distintos parasitos a través de perfiles
diferentes de secrecion de linfocinas (Scott, 1991; Shofield et a/, 1987). Sin embargo en
aves no se ha podido establecer una relacion al respecto.

Algunos factores solubles derivados de LT (linfocinas) estan involucrados en la
respuesta inmune contra la coccidiosis (Kogut ef @/, 1988). Los LT de mamiferos secretan
IL-2 e IFN-y después de la estimulacion con mitdgenos o antigenos (Abbas ef af, 1994). En
los pollos se desconoce el origen preciso de las células que producen estas linfocinas; sin
embargo, sus actividades han sido detectadas en sobrenadantes de LT estimulados con
Con-A (Gomez, 1995). La aplicacion por via intraperitoneal, intramuscular e intravenosa de
este tipo de sobrenadantes protege parcialmente contra la infecciéon por E. fenella y E.
acervulina (Garcia, 1995; Kogut ef a/, 1988; Kogut y Slajchert, 1992; Lillehoj ef al, 1989).

Estos mismos sobrenadantes inhiben e! desarrollo de esporozoitos en cultivos
celulares. Se han obtenido resultados semejantes al estimular los LT con antigenos de
coccidia, los cuales aunque no tiene un efecto citotoxico sobre los esporozoitos, abaten la
habilidad de los macrofagos para transferir esporozoitos a un cultive celular MDBK (Kogut
y Lange, 1989(a,b)).

1.10 El interferén y en ensayos de inmunoprofilaxis

Las citocinas producidas por células esplénicas de huéspedes inmunes contra
microorganismos intracelilares son importantes en la respuesta inmune celular. Se ha
observado que confieren proteccion contra E. tenella, Salmonella enteritidis, S. gallinarum,
Chlamydia psittaci, Toxoplasma gondii, Leishmania major y Listeria monocytogenes
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(Czuprynski et al, 1985, 1987, 1988, Leiby e al, 1993, Scott, 1991; Suzuki e a/, 1988,
Téllez et al, 1993; Vanrompay, 1995).

Actualmente existe evidencia sobre la inhibicion de coccidiosis a través de citocinas
(Garcia, 1995; Kogut y Slajchert, 1988,1992; Lillehoj ef a/, 1989; Long y Milne, 1971; Rose
et al, 1991(a)) y factor de transferencia (Klesius y Giambrone, 1984).

En el dltimo lustro se ha descrito que los LT provenientes de pollos inmunizados
contra £ tenella y estimulados con Con-A secretan linfocinas contenidas en un
sobrenadante (denominadas Eimeria tenella-inmmune-lymphokines "ET-ILK") que protege
a cultivos celulares de pollo 48 h post-infeccién con E. tenella y reduce la invasion de los
esporozoitos a las células hospederas por inhibicion de su desarrollo intracelular (Kogut y
Lange, 1989(a,b)).

En un ensayo in vivo este mismo ET-ILK inoculado intraperitonealmente (IP) a pollos
de 14 dias de edad y desafiados dos dias mas tarde con una dosis subletal de E. tenella
disminuyo la severidad de las lesiones cecales y el nimero de ooquistes cecales excretados,
lo que no ocurrid con el control de linfocinas provenientes de aves no inmunizadas contra E.
tenella (non immune lymphokines, NILK) (Garcia, 1995; Kogut ef al, 1988).

Un estudio mas especifico demostrd que la proteccion in vivo e in vitro conferida por
el ET-ILK se atribuye a linfocinas con peso molecular mayor a 10,000 daitones y que si se
diluye disminuye la inhibicion de desarrollo del parasito dentro de la célula huésped (Kogut y
Siajchert, 1992). La administracién IP in vivo en dosis mayores a 0.1 mL por ave aumento
significativamente la proteccién. Este estudio demostrd a su vez que la administracién IP es
hasta ahora la unica via que confiere proteccion, ya que la administraciéon intramuscular
disminuye la proteccién y cuando se utiliza la via subcutinea el efecto se nulifica (Kogut y
Slajchert, 1992).

El ET-ILK ha demostrado su eficacia in vivo cuando se administra hasta 48 h antes del
desafio con E. tenella, lo que no sucede si son administradas 12 h después del desafio
(Kogut y Slajchert, 1992).

El sobrenadante proveniente de LT de aves inmunizadas contra S. enteritidis y
estimulados con Con-A (Salmonella enteritidis-inmmune-lymphokines "SE-ILK") ha
mostrado conferir proteccion al desafio con . enteritidis en pollitos de 1 dia de edad, de 18
dias de edad o aplicadas in ovo a los 18 dias de desarrollo embrionario antes del desafio con
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S. enteritidis (McGruder et al, 1993, 1995; Téllez et al, 1993). Existe proteccién al dia de
edad contra S. gallinarum y §. typhimurium (McGruder et al, 1993; Wong, 1994) y cierta
proteccion contra E. fenella en pollitos de 1y 14 dias de edad (Garcia, 1995).

El sobrenadante proveniente de LT inmunizados contra S. gallinarum vy estimulados
con Con-A (Salmonella gallinarum-inmmune-lymphokines "SG-ILK") ha mostrado conferir
proteccidn en desafios con S. gallinarum (Wong, 1994),

Lo anteriormente expuesto hace suponer que el efecto protector por parte del ET-ILK
probablemente se debe a las funciones de las linfocinas anteriormente mencionadas y
factiblemente en mayor grado al IFN-y. Sin embargo existen pocos estudios que evalien este
efecto. Debido a que no se conoce el perfil de secrecion del IFN-y durante el proceso
inflamatorio ocasiorado por la infeccién con E. temella se necesita determinar cémo y
cuando se encuentra presente esta citocina (Bymes ef al, 1993; Kogut y Lange, 1989(a);
Rose et al, 1991(a,b)), ya que sdlo se ha estudiado su presencia al dia 6 en aves inmunes y
susceptibles a E. tenella (Martin et al, 1994) o bien con otro tipo de células como linfocitos
de sangre periférica (Breed ef al, 1997).

Se necesita conocer el perfil de secrecion de citocinas en aves susceptibles para
evaluar una respuesta primaria y en aves inmunes para evaluar una respuesta secundaria
durante todo el periodo de patencia y no inicamente un solo dia del mismo.

1.10.1 Mecanismos de accion del interferon y

Se ha observado que frente a muchos virus, la resistencia de las células animales se
incrementa notablemente por efecto de los interferones (grupo de proteinas pequefias)
(Stryer, 1991). Estas observaciones se han realizado para otro tipo de microorganismos no
virales (Feng et al, 1960; Kogut y Slajchert, 1992; Rose ef al, 1991(a,b)).

Los interferones son sintetizados y secretados por las células de los vertebrados
después de una infeccion virica (Fenner, 1974). Se ha reportado que las moléculas de ARN
de doble filamento son especialmente eficaces en estimular Ia secrecion de interferones
(Gandhi et al, 1970, Ito ef al, 1982). Los cuales son capaces de unirse a la membrana
plasmatica de otras céhilas del organismo e inducir un estado antiviral (Grossberg, 1987).

13



Los interferones son muy potentes; una concentracién tan baja como 10" M tiene un
efecto antiviral significativo. Se han aislado y purificado tres clases de interferones,
interferén o (antes interferon del leucocito), interferon (3 (antes interferon del fibroblasto) e
interferén y (antes interferon inmune) (NIAID y WHO, 1980). El tamaiio oscila entre 15 y
35 Kd (Grossberg, 1987).

Los interferones desarrollan el estado antiviral a través del incremento en la
produccion de dos enzimas: una proteina quinasa y una oligoadenilato sintetasa (Figura 2,
Esquema 1 y 2). Estas enzimas se activan en presencia de ARN de doble cadena. La quinasa
activada interfiere con la formacion de nuevas cadenas polipeptidicas y la oligoadenilato
sintetasa activada conduce a la destruccion de moldes de ARNm y componentes del ARNr
en la maquinaria de sintesis de proteinas (Figura 2, Esquema 1 y 2). Estas dos acciones de
comin acuerdo con et ARN de doble filamento bloquea el crecimiento y proliferacién de las
células (Grossberg, 1987; Stryer, 1991).

Kagaya et al (1989) y Ovington et al (1995) han propuesto que las funciones del IFN-
Y son principalmente inmunorreguladoras. La funcion mejor estudiada durante infecciones
con Eimeria spp es la habilidad del IFN-y para activar macrofagos e incrementar su
capacidad para producir metabolitos reactivos intermediarios (Ovington et a/, 1995).

Rose ef al (1991(a)) han propuesto que los LT y el incremento de IFN-y pueden
mediar la inmunidad a E£. vermiformis sin involucrar cuaiquier otro tipo de célula
inflamatoria, lo que también se ha observado en la proteccion conferida a cultivos celulares
contra la invasion de esporozoitos de E. tenella (Kogut y Lange, 1989(a,b)). Ademas se ha
propuesto que el IFN-y actia sinérgicamente junto con el TNF-a en la produccion de
reactivos intermediarios del oxigeno, incrementa el metabolismo oxidativo y la produccion
de metabolitos en células fagociticas (Ovington ef al, 1995).

Se ha observado que Eimeria spp es vulnerable al dafio inducido por metabolitos
oxidativos. El IFN-y como producto liberado de los LT puede incrementar la habilidad de
los monocitos/macréfagos para producir reactivos intermediarios del oxigeno los cuales
pueden aniquilar inespecificamente a esporozoitos intracelulares. Ademais se ha propuesto
que la induccién de 6xido nitrico puede ser el mecanismo por el cual el IFN-y inhibe
directamente el desarrollo de Eimeria en cultivos celulares (Ovington ef al, 1995).
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1.10.2 El interferon y como inmunorregulador

El IFN-y esta altamente implicado en la inmunidad contra la coccidiosis, ya que se ha
observado que después del tratamiento con IFN-y a cultivos celulares epiteliales, fibroblastos
y MDBK, se inhibe el desarrollo de E. tenella y E. vermiformis (Kogut and Lange, 1989;
Rose ef al, 1991(a)). El pre-tratamiento con IFN-y a los esporozoitos no afecta su
crecimiento ni desarrollo, lo cual conduce a creer que el interferdn altera la respuesta de las
células del huésped y no la del parasito.

En los ratones el [IFN-y es responsable de las respuestas primarias a las infecciones con
Eimeria. La deplesion de IFN-y enddgeno con un AcM anti-IFN-y incrementa la liberacion
de ooquistes y la mortalidad durante la infeccion primaria con E. vermiformis (Rose et al,
1991(a,b)). Esto sugiere que aunque el IFN-y es importante en limitar la infeccion primaria,
la respuesta a un desafio secundario es mediada por otros mecanismos efectores.

Se ha observado que las células esplénicas incrementan la liberacion de IFN-y después
de una infeccion con coccidias (Breed ef al, 1997, Martin et al, 1994; Prowse y Pallister,
168%). Los pollos inmunodeprimidos con dexametasona muestran un decremento en la
produccion de IFN-y e IL-2 y un incremento en la susceptibilidad a una infeccion con E.
mivati. Estas dos linfocinas muestran un papel importante en la inmunorregulacion de la
coccidiosis en las aves (Isobe y Lillehoj, 1993, Lillehoj y Trout, 1993).

Debido a que el IFN-y se ha descrito como la principal citocina inmunorreguladora de
la inflamacion y de la respuesta inmune celular durante la infeccién con E. fenella, es de
extrema importancia conocer el papel preciso que desempeiia en las infecciones por coccidia
(Delannoy et al, 1993; Kogut y Lange, 1989(b), Lillehoj y Trout, 1993; Ovington et al,
1995; Rose et al, 1991(a,b).

1.10.3 Importancia del interferén y

Se ha observado que las linfocinas provenientes de LT estimulados con Con-A,
activan a los macrofagos por un mecanismo ain no bien esclarecido, se supone que uno de
los responsables de este mecanismo es la presencia de IFN-y (Breed ef al, 1997, Kaspers ef
al, 1994; Lillehoj ef al, 1989;); sin embargo Dijkmans et a/ (1990) y Shultz et al (1995) al
evaluar un IFN aviar obtenido por ellos, determinaron que no presentd esta funcion
especifica.
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En un ET-ILK obtenido de un cultivo de LT hiperinmunes a E. fenella estimulados in
vitro con 7.5 pg/mlL de Con-A, se observo a través de un ensayo de linfoproliferacién que
contiene IL-2 y algunas citocinas como IFN-y y posiblemente TNF-o. las cuales incrementan
la expresion de moléculas clase I y II del MHC (Garcia, 1995). Para obtener la
caracterizacion funcional de estas linfocinas se utilizd un ensayo de expresion del MHC a
través de citometria de flujo con la ventajas descritas por Juarez ef al, 1996, 1997 (a).

Los resultados de este tipo de ensayos prueban indirectamente la presencia de IFN-y al
observar una de las funciones ya conocidas en mamiferos del IFN-y como es el incremento
de moléculas de clase I y II del MHC en LT. Por lo que el aumento de expresién de
moléculas clase 1y II del MHC del pollo se debe probablemente al IFN-y, ya que en estudios
independientes efectuados en humanos y ratones ha mostrado tener esta funcién (Abbas et
al, 1994; Gerrard et al, 1988).

Los estudios realizados con diferentes concentraciones de Con-A (2-40 ug) y
diferentes densidades celulares de LT aviares (1 x 107 - 2 x 107 /mL) provenientes de
distintas aves, reportan que el IFN-y es posiblemente la linfocina que se encuentra en mayor
cantidad en los SN (Breed ef al, 1997; Kogut y Lange, 1989(a,b); Prowse y Pallister, 1989;
Weiler y Von Biilow, 1987(b)). Se ha determinado su presencia a través de ensayos de
actividad antiviral (en su mayoria elaborados con virus de origen no aviar) (Adair et al,
1991; Breed et al, 1997, Dijkmans ef al, 1990; Lockhart, 1973; Revel, 1979; Weiler y Von
Biilow, 1987(a,b)) y de activacion de macrofagos o monocitos (Breed et a/, 1997; Dijkmans
et al, 1990, Kaspers et al, 1994).

Kogut y Slajchert (1992) han deducido la presencia de IFN-y en las ET-ILK, mediante
su desnaturalizacion al ser tratadas a 56 C por 30 minutos u 80°C por 10 minutos en
condiciones bajas de pH (pH 2) o bien con tripsina. Algunos investigadores han indicado que
estas condiciones son las que se requieren para determinar la presencia de [FN-y (Dijkmans
et al, 1990; Kogut y Slajchert 1992; Paul, 1993) debido a que el IFN-y es termosensible; la
desnaturalizacion permite diferenciar su participacion, a diferencia de cuando esta presente
IFN del tipo I (o,B) que es secretado per se en cultivos celulares donde existen células
epiteliales o endoteliales, por lo que se ha sugerido utilizar esta caracteristica como testigo.
Sin embargo existe otro tipo de linfocina termoestable como el TNF-o. que puede alterar los
resultados de los bioensayos de IFN-y. Se debe considerar su interferencia en todo tipo de
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ensayos con cultivos de LT. Las variables técnicas descritas anteriormente se han aplicado
con ligeras modificaciones a otros sobrenadantes crudos (SN) que contienen IFN y se han
obtenido resultados similares (Grossberg, 1987, Kogut y Slajchert, 1992; Weiler y Von
Biitow, 1987(b)).

Kaspers y colaboradores (1994) obtuvieron un SN de LT esplénicos de pollo
estimulados in vitro con Con-A a una dosis de 10 ug/mlL del cual purificaron parcialmente
IFN, el que interviné en el aumento de expresion de moléculas clase II del MHC de
monocitos de pollo. Ademas en un ensayo in vitro este SN protegio a cultivos celulares
infectados con un agente viral de origen no aviar.

En otro estudio se cuantificé la produccion de IFN en diferentes lineas de aves
después de la infeccion con coccidia a través de un ensayo de proliferacion de linfocitos
periféricos y de bazo (Martin ef al, 1994), Se determino que habia una diferencia en cuanto a
origen de linea aviar e importaba el ser o no homocigotica.

Algunos autores han verificado que al estimular in vitro con Con-A a LT provenientes
de distintas aves el SN tiene un efecto antiviral, por lo cual aseguraron contar con IFN de
manera indirecta. Sin embargo, actualmente no se ha logrado determinar de manera precisa
el perfil de secrecion de IFN-y después del desafio con E. tenella (Martin ef al, 1994).

Se debe considerar que la mayoria de los estudios analizados no toman en cuenta el
papel que juega la estimulacién con Con-A, la densidad de los cultivos celulares, la
estimulacién en forma de aloantigenos provenientes de la coccidia o de cultivos celulares
provenientes de distintas aves, ademas de no considerar el origen del virus empleado en el
ensayo antiviral como posibles factores de interferencia en la secrecién y deteccién de IFN-y
aviar. Al parecer el confuso manejo de estos factores ha contribuido a no precisar
exactamente el papel que juega el IFN-y como inmunorregulador en la inmunidad celular
contra £. tenella.

Es necesario determinar que dias posteriores a la infeccion se produce IFN-y y
eliminar factores de confusién como son la estimulacién con concentraciones altas de
Con-A, las diferentes densidades celulares, el procedimiento con aloantigenos y los

diferentes tiempos de deteccion post-desafio.
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Con la finalidad de describir los principios que han intervenido en la inmunoprofilaxis
con sobrenadantes crudos de linfocitos T que ain no se han explicado satisfactoriamente, es
prioritario realizar investigacion basica para determinar precisamente los mecanismos de
accion atribuidos al IFN-y en la inflamacion y en la induccion de inmunidad celular durante
la infeccién ocasionada por E. fenella.

El estudio de los interferones se ha realizado principalmente en el hombre y en el
raton, por lo cual se requiere estudiar sus caracteristicas como inmunorregulador para
fundamentar bases immundlogicas aviares, con las cuales se tenga inferencia comparativa
respecto a la investigacion inmunologica humana. Este conocimiento contribuye al
desarrollo de nuevas metodologias en ¢l estudio e investigacion de los aspectos inmunes aun
no dilucidados durante las infecciones con Eimeria spp en aves y aporta referencias teoricas
en la investigacion de nuevas técnicas profilicticas, terapéuticas y de control que permitan
disminuir este proceso patologico que repercute directamente en la produccion avicola.

La presente investigacion aborda una estrategia particular en el estudio especifico del
interferon aviar, investigacion basica del sistema inmune celular que permite obtener nuevos
conocimientos en el area, los cuales contribuirdn directamente en la investigacion aplicada
para el control preventivo (vacumacion, coccidiostatos) y resolutivo (terapéutico) de este
gue es el padecimiento mis importante dentro de las parasitosis aviares de México y el

mundo.

La presente investigacion contribuye a la potencial aplicacion del corocimiento
obtenido sobre futuras investigaciones de vacunas a base de ooquistes atenuados y
programas de inmunizacion. Especificamente proporciona informacién para conocer el
momento en que es secretado el IFN-y durante el desarrollo de la enfermedad por E. fenella
en aves susceptibles y en aves previamente inmunizadas.
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1.11 Objetivos

OBJETIVO GENERAL

- Determinar el perfil de produccién de IFN-y en pollos de engorda susceptibles ¢
inmunes durante una infeccion con Eimeria tenella.

OBJETIVOS PARTICULARES

1). Eliminar el factor de altas concentraciones de Con-A, concentracién celular y
aloantigenos, como inductores per se de IFN.

2). Determinar el dia de aumento en la produccion de IFN durante la primoinfeccién por
Eimeria tenella en aves desafiadas .

3). Determinar el dia que existe aumento en la produccién de IFN durante la infeccion con

Eimeria tenella en aves previamente inmunizadas.

4). Determinar la aplicabilidad de diferentes técnicas antivirales aviares in vitro en la
deteccion de IFN en respuestas primarias y secundarias a la infeccion con Eimeria tenella.
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CAPITULO 2
MATERIAL Y METODOS

2.1 Inéculo parasitario

2.1.1 Obtencion del inéculo de Eimeria tenella.- Para la inmunizacion y desafio se utilizo
la cepa de E. tenella denominada MOR-80 donada por el Dr. Reynaldo Moreno', cepa de
mediana patogenicidad procedente de una granja de pollo de engorda ubicada en el Estado
de Querétaro, México.

2.1.2 Purificacién del inéculo de Eimeria tenella.- Se determiné la contaminacion del
inéculo parasitario denominado MOR-80 con ooquistes de E. acervulina y E. brunetti, por
lo cual se procedio a purificar la cepa de E. tenella a través de la siguiente metodologia:

A partir del primer dia de edad se criaron 20 aves convencionales (Arbor Acres x
Arbor Acres) en una unidad de aislamiento del Departamento de Produccion Animal: Aves,
la cual fue fumigada con formaldehido-permanganato de potasio y asperjada con
formaldehido al 10% durante 40 minutos.

Al dia 16 de edad se inocularon 15 aves con 10,000 ooquistes del indculo denominado
MOR-80, cinco aves se mantuvieron como grupo testigo, al dia 7 post-inoculacion se
sacrificaron las aves y se procedio a extraer el tejido cecal. Para la obtencion de ooquistes
esporulados infectantes el ciego fue procesado de acuerdo a la técnica descrita por Juarez y
colaboradores (1997(c), 1998), los ooquistes fueron inoculados por segunda ocasion bajo
las mismas condiciones. A partir de los ooquistes esporulados obtenidos del segundo pase se
procedié a hacer una dilucion 1:500 en agar noble al 2.5% (GIBCO® Laboratories); antes
de enfriar el agar se vertio sobre portaobjetos estériles hasta forma una capa delgada y
uniforme.

Los portaobjetos se observaron al microscopio compuesto (seco fuerte) y por medio
de la escalz milimétrica se determiné la medida exacta de cada ooquiste de E. fenella.
Después de verificar que no hubiera ningin otro coquiste en el mismo plano focal, el agar
fue cortado con el bisel de una aguja hipodérmica (22 x 1.4 Becton Dickinson®) en forma
cuadrada alrededor del ooquiste, después se deposité en un contenedor. Posteriormente se
inocularon cinco aves, cada una con 5 ooquistes seleccionados. A los 7 dias post-
inoculacion se sacrificaron y se determiné qué ave presentaba infeccién, fue seleccionada

' Departamento de Produccién Animal: Aves FMVZ-UNAM
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aquélla donde los ooquistes correspondian a la medida estandar de E. tenella. Después esta
cepa se amplificé infectivamente por dos ocasiones con 10 aves cada una. Los ooquistes
fueron cosechados, Jesporulados y almacenados como se ha descrito en la técnica por
Hodgson, 1970; Kao y Ungart (1994) Long y Rowell (1958) y Long et al (1976).

2.2 Indculo viral

2.2.1 Obtencién y preparacién de los indculos virales.- Para realizar las pruebas de
evaluacion de actividad de IFN-y sobre la inhibicidon de muerte celular se utilizaron tres
diferentes virus.

El virus de la enfermedad de Newcastle (VENC) utilizado fue una cepa viral
velogénica viscerotropica (Chimalhuacan) donada por el QBP Alejandro MéndeZ’, la cual
fue cosechada en embrién de pollo y purificada en FEP. Se inoculé a un titulo constante en
el cultivo celular de FEP que contenia los sobrenadantes de citocinas evaluadas; de acuerdo
a la técnica descrita por Shat y Purchase (1989) se efectuaron las diluciones requeridas para
obtener un titulo de 100 DICC 50%/0. 1mL (Juarez, 1995).

El virus de la infecciéon de la bolsa de Fabricio (VIBF) empleado fue una cepa vacunal
de virulencia intermedia (Lukert), facilitada por el Tec. Juan Merino®, fue cosechada a partir
de FEP y se inoculd a un titulo de 100 DICC 50%/0.05mL conforme a la técnica descrita
por Shat y Purchase (1989). .

El virus de la estomatitis vesicular (VEV) utilizado fue la cepa Indiana, que fue
cosechada en forma de sobrenadante a partir de un cultivo de células VERO (Barrén ef al,
1989, se inoculé al cultivo celular de FEP a un titulo constante de 100 DICC 50%/0. 1mL,
segun la técnica descrita por Martin et al (1994), Prowse y Pallister (1989) y Shat y
Purchase(1989).

2,3 Cultivos celulares

2.3.1 Cultivo celular de fibroblastos de embrién de pollo.- Los cultivos celulares de
fibroblastos se realizaron a partir de embriones de pollo LPE de 9 a 11 dias de edad, de
acuerdo a la técnica descrita por Sekellick y Marcus (1986) con las modificaciones hechas
por Shat y Purchase(1989) y las efectuadas para efectos de la presente investigacion. Las

? Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas [PN
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células fueron previamente tripsinizadas (tripsina al 1%) a partir de cinco embriones LPE,
disgregadas durante 20 minutos a 37°C, filtradas con cinco capas de gasa estéril,
centrifugadas (400 x g durante 10 minutos) y suspendidas en medio esencial minimo
(MEM); GIBCO® Laboratories) con 5% de SFB. La viabilidad e integridad celular se
evaluo por medio de la tincion excluyente de azul tripan (trypan blue stain 0.4% Life
Technologies Grand Island NY USA), la concentracién final se ajusté a 1.5 x 105
células/ml.. Se agregaron 100 ul/pozo de la suspension a una placa de 96 pozos de fondo
plano (Nunc F96) y se dejaron incubar a 37.5°C y 5% de CO, hasta que se observo un
establecimiento del monoestrato celular, momento indicado para su utilizacion en el ensayo
antiviral (Castafion, 1974; Lomnicz, 1973, Sheaff e al, 1972, Wertz et al, 1994).

2.3.2 Cultivos celulares de linea.- Los cultivos de linea se efectuaron con la finalidad de
replicar y titular el virus de la estomatitis vesicular.

Se utilizaron cultivos de células Vero, las que se disgregaron a partir de un cultivo
confluente se adiciono a la botella de cultivo (260 ml. NUNCLON, Nunc) 1.5 mL de una
solucion de tripsina-verseno al 1%. Se dejo actuar sobre la capa celular durante 20 segundos
fa solucion se elimind por la cara opuesta a la capa celular. La solucion de tripsina-verseno
residual se dejé actuar el tiempo suficiente para que las células se disgregaran (la capa
celular se tomd opaca aproximadamente en 7 minutos a 37.5°C). Se dieron ligeros golpes en
ia botella, de manera que la capa celular se desprendiera totalmente de su soporte,
postertormente se observd al microscopio para verificar el desprendimiento. Se adicionaron
5 mL. de MEM y el contenido se homogeneizd por pipeteo.

Después de verificar la viabilidad e integridad celular se realizé6 el conteo con tincion
excluyente de azul tripan, para replicacion viral las densidades celulares requeridas se
ajustaron a frascos de cultivo y para titulacion a placas de 96 pozos (Nunc 96) se adicion6 la
cantidad de MEM necesaria para conservar la relacion fluido:gas de 1:8 (Barrén et al,
1989).
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2.4 Cultivo de linfocitos T

2.4.1 Obtencién de los sobrenadantes (SN) con la técnica de columnas de fibra de
nilén

La obtencion de células de bazo, aislamiento de LT, produccion y preparacion de
citocinas, se realizaron conforme a la técnica descrita por Coligan ef al/ (1992), Kogut y
Slajchert (1992) y Téllez et al (1993), la que fue modificada de acuerdo a los requerimientos
especificos del presente estudio:

a) Preparacion de la suspension de células esplénicas.- Se colectaron asépticamente los
bazos de las aves. Se pasaron a través de bolsas de tela de organza (4 x 4 cm) utilizando
solucién balanceada de Hank's (HBSS; Sigma Chemical St Louis MO). Las células
esplénicas provenientes de cuatro aves se juntaron y centrifugaron a 250 x g durante 10
minutos a 4 C (Sorvall RT 6000). A continuacién se lisaron los eritrocitos mediante la
resuspension de las células en tampén de lisis (NH,Cl 0.15 M, KHCO; 1.0 mM).
Posteriormente las células se sometieron a dos lavados con HBSS. Se realizo una dilucion
1:25 en medio frio RPMI 1640 y se centrifigd a 250 x g durante 10 minutos a 4°C. Se
efectud una sola suspension celular (6 x 106 células/mL) en medio RPMI 1640 libre de
suero, suplementado con 2-mercaptoetanol, L-glutamina (mM), piruvato de sodio (l1mM)y
P-E (Lakeside, Laboratories USA) (Gémez, 1995; Kogut y Slajchert, 1992).

b) Aislamiento de linfocitos T.- Para realizar la purificacion de LT a partir de la poblacion
de células de bazo, los macrofagos se eliminaron al incubar 12 mL de la suspension celular
preparada con anterioridad en placas de Petri plasticas de 100 x 15 mm (FALCON® 1029
Becton Dickinson USA) durante 2 h a 37.5°C y 5% de CO, en la incubadora anteriormente
descrita. Las células no adherentes (linfocitos T y B) se decantaron de las cajas de Petri
plasticas contenidas en el sobrenadante. Posteriormente 10 mL de estas células no
adherentes se pasaron a través de columnas de fibra de nilon (Fenwal Laboratories, Morton
Grove, IL), segin lo descrito por Julius et af (1973) aplicado por Gémez ef al (1995) Kogut
y Stajchert (1992) y Téllez ef al (1993), ademas de las modificaciones efectuadas para efecto
del presente estudio:

Las columnas se prepararon con fibra de nilon a razon de 1.0 g la cual se introdujo sin
compactar en jeringas de 10 cc, que posteriormente se esterilizaron en autoclave (15
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Libras/pulgada’ 120°C 15 minutos). Las columnas se incubaron con medio RPMI 1640 tibio
mis 10% de suero fetal bovino (SFB, GIBCO® Laboratories) durante una hora a 37.5°C en
una incubadora con ambiente humidificado y 5% de CO,.

Se pasaron a través de las columnas 3 x 108 células contenidas en 10 mL de medio
RPMI 1640 y se incubaron nuevamente durante una hora a 37.5°C en la incubadora
anteriormente descrita. Las células que no se adhirieron a la fibra de nilon fueron eluidas de
la columna con 12 mL de medio RPMI 1640 a 37.5°C. Las células eluidas se lavaron y su
viabilidad e integridad se determiné mediante exclusion de células muertas con la tincién de
azul tripan. La suspencién celular se ajusté a la concentracion deseada (5 x 106 células
viables/mL con un miximo de 5% de ma¢réfagos) en medio RPMI 1640 sin suero mas P-E.

Para la preparacién de citocinas la densidad celular requerida se ajusté con medio
RPMI 1640 sin suero, con Con-A (Sigma Chemical St Louis MO) y P-E.

2.4.2 Obtencion de los sobrenadantes (SN) a través de la técnica de gradientes de ficoll
hypaque

La obtencién de células de bazo y la produccion y preparacion de citocinas se
realizaron de acuerdo a la técnica descrita por Coligan et a/ (1992), Prowse y Pallister
(1989) y Weiler y Von Biilow (1987(a,b)) con algunas modificaciones de acuerdo a las
necesidades especificas del presente estudio:

a) Preparacién a partir de la suspensién de células esplénicas.- Se colectaron
asépticamente los bazos de las aves en forma individual Se pasaron a través de tela de
organza utilizando HBSS. Las células esplénicas provenientes de una sola ave se
centrifugaron a 250 x g durantel0 minutos a 4°C. A continuacion se suspendieron en 3 mL
de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB, 2-mercaptoetanol, L-glutamina
{(mM), piruvato de sodio (1 mM) y P-E.

b) Aislamiento de linfocitos T.- Para obtener la purificacion de LT a partir de la poblacion
de células de bazo provenientes de una sola ave, la suspencion celular obtenida fue agregada
lentamente a través de la pared de un tubo conteniendo 3 mlL de ficoll hypaque (ficoll
hypaque ® densidad 1.070 * 0.001 g/mL Sigma Chemicals St Louis MO) la cual se
centrifugd a 300 x g durante 20 minutos a 18°C. Posteriormente la interfase se recuperé con
pipeta Pasteur. Se suspendi6 en 15 mL de HBSS y se enjuag6 en tres ocasiones por medio
de suspensién y centrifugacion a 250 x g durante 10 minutos a 4°C. El boton celular
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obtenido al final se suspendi6 con RPMI 1640 suplementado con 10% de SFB, 2-
mercaptoetanol, L-glutamina (mM), piruvato de sodio (1 mM) y P-E.

Los macrofagos se eliminaron incubando 12 mL de la suspensién celular en placas de
Petri plasticas (100 x 15 mm) durante 2 h a 37.5°C 5% CO,; las células no adherentes
contenidas en el sobrenadante fueron decantadas y centrifugadas a 250 x g durante 10
minutos a 4°C. Para la preparacion de citocinas las suspenciones celulares se ajustaron en
suspensiones celulares individuales (5 x 10 células/mL) en medio RPMI 1640 sin suero,
suplementado con 2.5 pug de Con-A, 2-mercaptoethanol, L-glutamina (mM), piruvato de
sodio {1 mM) y P-E (Goémez, 1995, Kogut y Slajchert, 1992).

2.5 Preparacion de las citocinas

Las citocinas se obtuvieron a partir de LT purificados por los dos procedimientos
anteriormente descritos (técnica de columnas de fibra de nildon y técnica de gradientes de
ficoll hypaque) mediante la incubacién (5 x 10° células/ml) con medio RPMI 1640
suplementado con 2.5 pug/mL de Con-A, 2-mercaptoetanol (5x10° M), L-glutamina (2 mM),
piruvato de sodio (1 mM) y P-E, en cajas de cultivo celular (Nunc 50 mL) por 72 h a 37.5°C
en una incubadora con 5% de CO,. Después de la incubacion los SN se colectaron y todas
las células remanentes se eliminaron por medio de centrifugaciéon a 1300 x g durante 20
minutos.

Para inactivar la Con-A excedente se adicioné delta alfa metil-manopiranosida (40 pg
/mL; Sigma Chemicals St Louis MO). Los SN obtenidos se almacenaron a -20°C hasta su
evaluacion en el ensayo antiviral { Kogut y Slajchert 1992; Martin ef al, 1994).

2.6 Administracion de las citocinas a Ias placas

Para la evaluacion del IFN producido durante la respuesta primaria en respuesta a la
infeccion con E. fenella, en el primer y segundo experimento se empled un ensayo antiviral
in vitro, en el cual se utilizaron diluciones dobles de los SN obtenidos de los cultivos de LT
provenientes de aves desafiadas y no desafiadas. Con la finalidad de evaluar la actividad del
IFN en la inhibicion de la muerte celular de los fibroblastos de embrién de pollo (FEP)
ocasionada por Ia inoculacion con ¢l VENC, el VIBF y el VEV, se agregaron tres réplicas
de cada SN al cultivo celular de FEP los que se habian incubado 20 horas antes de agregar la

suspension viral.

25



En el tercer y cnarto experimento se evalu6 la cantidad de IFN presente durante la
respuesta secundaria de las aves a una infeccion con Eimeria tenella. Para la administracion
de las citocinas a las placas se aplico el procedimiento anteriormente descrito. Para los
diferentes tiempos post-desafio se incluyeron todos los SN provenientes de aves desafiadas y
sin desafiar (Kaspers et al, 1994; Kogut y Slajchert, 1992; Martin et al, 1994).

2.7 Administracidn del virus a las placas

Para la prueba de interferencia del IFN in vitro, a cada pozo de cultivo celular se le
deposité directamente 100 ul de una dosis constante del virus utilizado (VENC,VIBF y
VEV) el cual fue estandarizado previamente a 100 DICC 50%/mL (ajustados a partir del
medio cosechado) como ya se ha descrito (Agarwal ef al, 1996, Kohase et al, 1986,
Richman ef a/, 1970).

2.8 Ensayo antiviral

2.8.1 Utilizacién de un ensayo antiviral con la finalidad de evaluar el contenido
de IFN de cada uno de los sobrenadantes.- En una placa de cultivo celular (Nunc F96)
que contenia 100 ul/pozo de RPMI 1640 sin suero, se les agregd 100 pl de los SN
provenientes de cada experimento en la primera linea de cada placa, un SN con IFN de
referencia’ (80 U/mL) que se utilizé como testigo positivo y RPMI 1640 sin suplementar
que se empled como testigo negativo. A partir de ahi se realizaron diluciones dobles seriadas
por triplicado hasta la dilucion 1:256 en todos los SN del IFN de Referencia y del RPMI
1640 sin suplementar, (Breed et al, 1997; Brugh, 1978; Juarez, 1995; Prowse y Pallister,
1989). Posteriormente 100 i de los SN de cada pozo se transfirieron a otra placa homéloga
de cultivo celular (Nunc F96) que contenia una cantidad estandarizada de FEP. De estas
placas donde se hallaba establecido el monoestrato celular el medio fue removido de cada
pozo, se agregaron 100 pl de MEM sin suero para lavar por una ocasion las células,
reemplazindolo posteriormente con 100 pl de las respectivas diluciones de SN en RPMI
1640 sin suplementar, cada dilucién se efectud por triplicado.

Para evaluar una probable toxicidad de las citocinas se utilizaron como testigo 100 pl
de la dilucién mas baja de cada SN la cual se deposité en un pozo con FEP.

4 (1* Ifn Ref prep Inter Chick 67/18, WHO International Laboratory for Biological Standard / National
Institute for Biological Standards and Control, Holly Hill, Hamstead, London Nw3 6 RB, England)
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Los fibroblastos se dejaron incubar por 20 h a 37°C y 5% de CQ,. Al término de esta
incubacion los SN fueron removidos de cada pozo y las células se lavaron dos veces con
MEM sin suero, después se incorporaron a cada pozo 100 ul de cada uno de los virus a un
titulo constante, como anteriormente se ha descrito. Cuando el testigo positivo de cada virus
indico efecto citopatico (CPE) se realizd la evaluacién con la calificacion del efecto
citopatico particular de cada uno de los virus empleados, se dejé en la placa por 48 6 72 b
mis de imcubacién (mismos parametros) segin lo descrito por Castafion (1974) para el
VENC, por Shat y Purchase (1989) y Fenner (1974) para el VIBF y por Rubinstein e/ a/
(1981) para el VEV. Para determinar el efecto citopatico las placas se examinaron
visualmente utilizando un microscopio invertido de contraste de fases (Adair et al, 1991;
Castafion,1974; Dijkmans ef a/, 1990; Rubinstein et a/, 1981).

2.8.2 Evaluacion del ensayo antiviral

Las céhilas viables y las que mostraron efecto citopatico fueron determinadas segin lo
descrito por Dijkmans ef al (1989,1990), Martin et a/ (1994) y Rubinstein ez a/ (1981). En
cada uno de los bioensayos efectuados para cada SN el titulo de IFN se determiné en base a
log,, de acuerdo al procedimiento empleado para la titulacién del control positivo que
contiene IFN de pollo diluido a una concentracion de 80 Ul/mL (preparacién 67/18, national
institute for biological standards and control, Hamstead, Londres) el cual protege
consistentemente hasta la dilucion 6 log, contra los efectos citopaticos inducidos por 100
DICC 50% del VEV cepa Indiana (Dijkmans ef a/, 1990; Martin et al, 1994; Prowse y
Pallister, 1989).

Los resultados se reportan como el titulo de interferon obtenido a partir de la dilucion
log, en la que el sobrenadante especifico mostrd el 100 % de proteccion sobre la muestra
celular contra el virus. Los titulos se expresan como un promedio de las tres réplicas de
cultivo celular de cada SN evaluado (Adair ef al, 1991, Kaspers ef al, 1994, Prowse y
Pallister, 1989). Se realizé un analisis estadistico en cada uno de los cuatro experimentos
para determinar diferencias entre titulos de proteccion mostrados a los diferentes dias
después de la inoculacion con ooquistes esporulados de E. tenella (Gill, 1978).
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2.9 Apimales de experimentacion para la obtencion de los SN

2.9.1 Primer y segundo estudio experimental.- Se utilizaron 105 pollos de engorda
convencionales Hubbard x Hubbard® los cuales se recibieron al dia de edad en las unidades
de aislamiento del DPA: Aves de la FMVZ de la UNAM, fueron agrupados aleatoriamente y
alojados en baterias de 5 niveles (1 X 1.5 m) con calefaccion eléctrica.

Las aves recibieron alimento estandar con un 22 % de P.C. y 2900 Kcal de energia
metabolizable/Kg sin anticoccidiano, se les proporcioné agua y alimento ad libitum (Juarez,
1995). Cuando tuvieron 20 dias de edad, 70 aves fueron desafiadas con E. terella a una
dosis de 1 x 10 ooquistes/ImL/ave, 35 permanecieron como testigos aplicandoles
unicamente 1ml de PBS/ave.

Las 60 aves del primer experimento fueron sacrificadas secuencialmente para la
obtencién de los bazos los que se juntaron para formar 2 conglomerados de células (mezclas
celulares) provenientes de las aves desafiadas y un conglomerado de las aves testigo (Kogut
y Slajchert, 1992), que se utilizaron para la obtencion de los SN a los dias indicados en el
diseiio experimental.

Para el segundo estudio se sacrificaron 45 aves secuencialmente para la obtencion de
LT a partir del bazo de una sola ave, los que se emplearon para obtener los SN evaluados a
los dias indicados en el disefio experimental del segundo estudio.

2.9.2 Tercer y cuarto estudio experimental.- Se utilizaron 96 pollos de engorda
convencionales Hubbard x Hubbard de cuatro semanas de edad. Fueron mantenidos bajo las
mismas condiciones de crianza utilizadas en los dos primeros experimentos.

En el tercer experimento, 32 aves de veinte dias de edad fueron desafiadas con E.
tenella a una dosis de 1 x 10% ooquistes/1mE/ave. Cuando las aves tuvieron 34 dias de edad,
las 32 aves previamente desafiadas se desafiaron nuevamente con 5 x 104 ooquistes/1mL/ave
de £. tenella. Como grupo testigo se utilizaron 16 aves que recibieron unicamente 1mlL de
PBS/ave, las que se mantuvieron en condiciones ambientales semejantes al grupo desafiado,
fueron monitoreadas para determinar una probable infeccion por Eimeria spp. Las aves
fueron sacrificadas secuencialmente para obtener los bazos en forma individual,
posteriormente se formaron conglomerados celulares, los que se utilizaron para la obtencion
de SN a los dias indicados en el disefio experimental del tercer estudio.

3 Incubadora comercial (Cuernavaca, Morelos; México)
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En el cuarto experimento 32 aves de diez dias de edad del grupo experimental fueron
expuestas durante 10 dias con 1000 ooquistes/Iml./dia/ave de E. fenella con la finalidad de
inducir una inmunidad solida hacia las coccidias (Joiner y Norton, 1976; Long ef al, 1986,
Nakai et af, 1992). Cuando las aves tuvieron 4 semanas de edad 10 dias después de la ultima
dosis inmunitaria, las 32 aves previamente inmunizadas se desafiaron recibiendo 5 x 103
ooquistes/lml./ave de E. tenella. Como grupo testigo se utilizaron 16 aves que no
recibieron ooquistes de E. fenella y tinicamente se les proporciondé Iml/ave de PBS, se
mantuvieron bajo condiciones ambientales semejantes en una unidad de aislamiento separada
y se monitorearon para evaluar la presencia especifica de Eimeria spp.

Las aves fueron sacrificadas para la obtencion de los bazos en forma individual,
posteriormente se juntaron para formar 3 conglomerados celulares (Bymes et al, 1993,
Kogut v Slajchert, 1992; Téllez et al, 1993) que se utilizaron para la obtencion de los SN a
los dias indicados en el disefio experimental del cuarto estudio.

2.10 Diseiio experimental
2.10.1 Primer estudio experimental (evaluacién de IFN en la respuesta primaria)

Determinacién de IFN en la infeccién primaria con Eimeria tenella (técnica de
purificacién por columnas de fibra de nilon).- Las aves mantenidas segin la metodologia
descrita, se dividieron en dos grupos: el grupo experimental desafiado con E. fenella
compuesto de 40 aves y el grupo testigo de 20 aves sin desafiar. Al dia 20 de edad el grupo
experimental fue desafiado con una dosis de 1 X 104 ooquistes/Iml/ave de E. tenellq,
mientras que e! grupo testigo permanecio sin desafiar y recibio inicamente 1mL/PBS/ave.

Alos dias 1, 3, 5, 7y 9 post-desafio, ocho aves del grupo experimental y cuatro del
grupo testigo se sacrificaron por dislocacion cervical, con la finalidad de obtener un cultivo
celular de LT purificados a partir de los bazos, los cuales se juntaron en dos conglomerados
del grupo experimental, cada conglomerado de cuatro bazos y un conglomerado de cuatro
* bazos del grupo testigo. Los cultivos esplénicos de los dos grupos se sometieron a la
metodologia descrita para la obtencidn de los SN por medio de la purificacion de LT con
columnas de fibra de nilén (3 SN por dia).

Posteriormente se realizo el ensayo antiviral para la evaluacion del contenido de IFN
de cada uno de los 15 sobrenadantes obtenidos a los dias 1, 3, 5, 7y 9.
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PRIMER ESTUDIO EXPERIMENTAL :

Aves de 20 dias Toma de bazos para cultivo celular en dias post-desafio con E. tenella
1 3 5 7 9

Experimental 8 aves* 8 aves 8 aves 8 aves 8 aves

Testigo 4 aves 4 aves 4 aves 4 aves 4 aves

* De cada cuatro aves se realiz6 un cultivo de células esplénicas en forma de conglomerado.
2.10.2 Segundo estudio experimental (evaluacién de IFN en la respuesta primaria)

Determinacion de IFN en la infeccién primaria con Eimeria tenella (técnica de
purificacién por gradientes de ficoll hypaque).- El segundo experimento se dividié en dos
grupos: el grupo experimental de 30 aves y el grupo testigo de 15 aves, al dia 20 de edad el
grupo experimental se desafio con una dosis de 1 X 104 ooquistes/ImL/ave de E. fenella,
mientras que el grupo testigo sin desafiar recibié tinicamente 1mL/PBS/ave.

Alosdias 1, 3, 5, 7y 9 post-desafio, seis aves del grupo experimental y tres del grupo
testigo se sacrificaron por dislocacién cervical. Se obtuvieron los bazos en forma individual
y los cultivos esplénicos de los dos grupos se sometieron a la metodologia descrita para la
obtencién de los SN por medio de la purificacién de LT con gradientes de ficoll hypaque
(3 SN por dia).

Posteriormente se realizd el ensayo antiviral para la evaluacién del contenido de IFN
de cada uno de los 45 sobrenadantes obtenidos los dias 1, 3, 5, 7y 9.

SEGUNDO ESTUDIO EXPERIMENTAL :

Aves 20 dias Toma de bazos para cultive celular en dias post-desafio con E. tenella
1 3 5 7 9
Experimental 6 aves* 6 aves 6 aves 6 aves 6 aves
Testigo | 3 aves 3 aves 3 aves 3 aves 3 aves

* De cada ave se realizé un cultivo de células esplénicas en forma individual.
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2.10.3 Tercer estudio experimental (evaluacién de JFN en la respuesta secundaria)

Determinacion de IFN en la infeccién secundaria con Eimeria tenella.- A partir de las
aves de cuatro semanas de edad se formaron dos grupos: 32 aves del grupo experimental
que previamente habian recibido una sola dosis de 1 x 104 ooquistes/ImlL/ave de E. tenella
al dia veinte de edad y 16 aves del grupo testigo. El grupo experimental fue desafiado a los
34 dias de edad con 5 x 104 ooquistes/ImL/ave de E. tenella. El grupo testigo permanecié
sin desafiar y recibié inicamente ImL/PBS/ave.

Alos dias 1, 3, 7 y 9 post-desafio, se sacrificaron por dislocacién cervical ocho aves
del grupo experimental y cuatro del grupo testigo, para los cultivos de LT se juntaron cuatro
bazos del grupo experimental en dos conglomerados y cuatro bazos del grupo testigo en un
conglomerado. Los cultivos esplénicos de los dos grupos se sometieron a la metodologia
anteriormente descrita para el primer estudio por medio de la purificacion de LT con
columnas de fibra de nilon (3 SN por dia).

Posteriormente se realizo el ensayo antiviral para evaluar el contenido de IFN en cada
uno de los 3 sobrenadantes obtenidos alosdias 1, 3, 7y 9.

TERCER ESTUDIO EXPERIMENTAL :

Aves 34 dias Toma de bazos para cultivo celular en dias post-desafio con E. fenella
1 3 7 9
Experimental 8 aves* 8 aves 8 aves 8 aves
Testigo 4 aves 4 aves 4 aves 4 aves

* De cada cuatro aves se realizo un cultivo de células esplénicas en forma de conglomerado.

2.10.4 Cuarto estudio experimental (evaluacion de IFN en la respuesta secundaria)

Determinacion de IFN en la infeccién secundaria con Eimeria tenella en un programa
de inmunizacion con refuerzo antigénico.- Se formaron dos grupos a partir de las aves de
cuatro semanas de edad: 32 aves del grupo experimental que previamente habian sido
inmunizadas durante 10 dias con E. tenella y 16 aves del grupo testigo, las cuales se
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mantuvieron en unidades separadas. El grupo experimental fue desafiado 10 dias después de
la Gltima inmunizacién (a los 30 dias de edad) con 5 x 104 ooquistes/1ml/ave de E. tenella
segun lo descrito por Kogut y Slajchert (1992). El grupo testigo permaneci6 sin desafiar y
unicamente recibié 1mL/PBS/ave.

Alos dias 1, 3, 7 y 9 post-desafio, se sacrificaron por dislocacion cervical ocho aves
del grupo experimental y cuatro del grupo testigo, para los cultivos de LT se juntaron en dos
conglomerados de cuatro bazos del grupo experimenta! y un conglomerado de cuatro bazos
del grupo testigo. Los cultivos esplénicos de los dos grupos se sometieron a la metodologia
anteriormente descrita para el primer estudio por medio de la purificacion de LT con
columnas de fibra de nilén (3 SN por dia).

Posteriormente se realizd el ensayo antiviral para evaluar el contenido de IFN en cada
uno de los 3 sobrenadantes obtenidos a los dias 1, 3, 7y 9.

CUARTO ESTUDIO EXPERIMENTAL :

Aves 30 dias Toma de bazos para cultivo celular en dias post-desafio con E. tenella
1 3 7 9
Experimental 8 aves™* 8 aves 8 aves 8 aves
Testigo 4 aves 4 aves 4 aves - 4 aves

* De cada cuatro aves se realizo un cultivo de células esplénicas en forma de conglomerado.
2.11 Evaluacion de los estudios experimentales

Titulos de IFN.- Los titulos de IFN se determinaron a partir de la dilucién donde se observé
proteccion completa por parte de los SN obtenidos de la incubacion de LT esplénicos de
cada ave de los dos grupos de cada experimento contra el efecto viral, los resultados se
reportan como logaritmo base 2 (log,) (Martin e al, 1993; Prowse y Pallister, 1989).

Grado de severidad de la infeccion por E. tenella.- Para evaluar la patogenicidad de E.

tenella en cada uno de los programas experimentales de desafio, a las aves sacrificadas en
cada ocasidn se les determiné el grado de lesiones segin lo descrito por Johnson y Reid
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(1970). Se cuantificé la eliminacion de ooquistes en heces con la técnica descrita por Long y
Rowell (1958) mnmediatamente después del sacrificio de las aves se evaluo la cantidad de
ooquistes en ciegos a través de la técnica de Judrez et al (1997(b), 1998).

2.12 Analisis estadistico

Evaluacion de las diferencias entre grupos desafiados y grupos testigo.- Se utilizaron las
lecturas de los ensayos antivirales por medio del titulo de IFN en log, de cada uno de los
cuatro experimentos (Prowse y Pallister, 1989).

Para evaluar las diferencias entre los grupos desafiados y sin desafiar se utilizé un
analisis de varianza (ANDEVA) con una transformacion de los datos a través de raiz cuarta
del log, (Gill, 1978).

Para valorar las diferencias estadisticas significativas entre los grupos se empled la
prueba de Dunnet por medio del paquete estadistico SAS, se estipuldé un nivel de
significancia para alfa de p<0.05 (Luginbuke y Schlotzhaver, 1987; Zar, 1996).

Evaluacion de las dos técnicas de purificacién de LT durante la infeccion primaria con
E. tenella.- Las lecturas de IFN log, de cada dia de muestreo se transformaron por medio
de raiz cuarta, los titulos de los SN de linfocitos purificados por columnas de fibra de nilon,
fueron comparados con los respectivos titulos de IFN log, de los SN obtenidos de linfocitos
purificados por gradientes de ficoll hypaque por medio de un ANDEVA, dentro de cada uno
de los ensayos antivirales (VIBF (columnas) vs. VIBF (ficoll) y VENC (columnas) vs.
VENC (ficoll)) (Gill, 1978).

Para valorar las diferencias estadisticas significativas entre las medias, dentro de cada
tipo de ensayo se utilizd la prueba de Tukey a través del paquete estadistico SAS, se
determiné un nivel de significancia estadistica para alfa de p<0.05 (Gill, 1978; Luginbuke y
Schlotzhaver, 1987).

Evaluacién entre los dos tipos de ensayo antiviral.- En cada uno de los cuatro
experimentos las lecturas de IFN log, de cada dia de muestreo, obtenidas a partir de los
ensayos antivirales (VIBF y VENC) fueron comparadas entre si utilizando un ANDEVA con
datos transformados como raiz cuarta del log, (Gill, 1978).
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Para valorar las diferencias estadisticas significativas entre los dos diferentes tipos de
ensayo antiviral se utiliz6 la prueba "t" de Student a través del paquete estadistico PLOT-40,
se estipul6 un nivel de significancia para alfa de p<0.05 (Gill, 1978; Zar, 1996).

Determinacion de diferencias entre los distintos dias post-inoculacién.- Dentro de cada
experimento y para determinar diferencias en los titulos de IFN log, obtenidos entre los
diferentes dias de muestreo post-inoculacion, en cada ensayo antiviral (VIBF y VENC) se
utilizé un ANDEVA con datos transformados como raiz cuarta del log, (Gill, 1978).

La comparacién multiple de las medias entre cada dia post-inoculacion se realizé por
medio del paquete estadistico SAS a través de la prueba de Duncan con un nivel de
significancia estadistica para alfa de p<0.05 (Gill, 1978; Luginbuke y Schlotzhaver, 1987).

Determinacion del grado de infectividad de E. fenella en cada uno de los disefios
experimentales de desafio.- En cada programa de desafio se determiné el grado de
patogenicidad de la cepa de E. tenella por medio de la cantidad eliminada de ooquistes en
ciegos y heces, asi como por el grado de severidad de lesiones (Juirez et al, 1997(b), 1998;
Johnson y Reid, 1970).

La diferencia entre conteos de cada uno de los disefios de desafio se determiné por
medio de ANDEVA (Gill, 1978; Juérez et al, 1997(b)).

Las diferencias significativas entre las medias de los conteos se evaluaron con la
prueba de comparaciones multiples de Tukey a través del paquete estadistico SAS, se
determin6 un nivel de significancia estadistica para alfa de p<0.05 (Luginbuke y
Schlotzhaver, 1987).

Para determinar diferencias en la severidad de lesiones entre cada uno de los disefios
experimentales de desafio se utilizd la prueba no parimetrica de Kruscall-Wallis. Las
diferencias entre medianas de grupos se determinaron con la prueba U de Mann-Witney a
una significancia estadistica de p<0.05 (Zar, 1996)
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CAPITULO 3
RESULTADOS
3.1 Primer estudio experimental (evaluacién de IFN en la respuesta primaria)

En la infeccion primaria con E. fenella donde se utilizaron linfocitos purificades en
columnas de fibra de nilon estimulados in vitro con Con-A durante 72 horas, se observé un
patron de secrecion de IFN distinto al presentado por el grupo testigo. En la evaluacién
antiviral con el VIBF se observd que el IFN se comenzd a incrementar del dia 3 PI hasta el
dia 5 PI cuando fue estadisticamente diferente (p<0.05) respecto al grupo testigo (Figura 3),
posteriormente se observo una baja en el nivel de actividad antiviral al dia 7 PI que aunque
fue diferente al grupo testigo (p<0.05) logaritmicamente fue menor a la del dia 5 PI, sin
embargo, al dia 9 PI el nivel se incremento ligeramente (p<0.05).

En los resultados del ensayo antiviral utilizando el VENC como sistema detector de
IFN se observd un comportamiento similar al patron de secrecion determinado en el ensayo
con el VIBF, a excepcion del dia 1 PI donde con el VENC se determiné una diferencia
estadistica significativa (p<0.05) en relacion a su correspondiente grupo testigo (Figura 3).

En la comparacion de los dos sistemas antivirales de deteccion de IFN tnicamente al
dia 1 y 5 PI existio diferencia estadistica (p<0.05) entre los titulos obtenidos con ¢l VIBF y
los titulos obtenidos con el VENC (Figura 4).

Al analizar ¢l patron de secrecion de IFN de cada dia PI con 10,000 ooquistes de E.
tenella/ave, se determind que los titulos obtenidos con el ensayo del VIBF al dia 5 PI, no
son diferentes a los obtenidos con el IFN de referencia, ni con los observados al dia 3 y 9 PI
(p>0.05), pero si con los obtenidos al dia 1 y 7 PI y con los observados en el grupo testigo
sin infectar (p<0.05) (Cuadro 1). Los titulos obtenidos al dia 3 PI y 9 PI fueron
estadisticamente semejantes entre ellos pero diferentes (p<0.05) a los obtenidos al dia 1 PI,
al del IFN de referencia y a los obtenidos para el grupo testigo sin infectar (Cuadro 1).

El titulo obtenido al dia 1 PI fue estadisticamente diferente (p<0.05) al obtenido para
el resto de los demas dias PI y al del IFN de referencia, mas no fue diferente al titulo
determinado al dia 7 PI y al del grupo testigo sin infectar (Cuadro 1).
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Al evaluar el patron de secrecion de IFN por medio de los titulos obtenidos cada dia
PI con el ensayo del VENC se determiné que el titulo obtenido al dia 1 PI fue
estadisticamente diferente (p<0.05) al obtenido los dias 7 y 9 PI, ademas de los observados
para el grupo testigo del IFN de referencia y al observado para el grupo testigo sin infectar,
sin embargo, no fue distinto al titulo determinado para los dias 3 y 5 PI. Los titulos
obtenidos los dias 3, 5, 7y 9 PI no fueron estadisticamente distintos (p>0.05); sin embargo,
si fueron diferentes a los dos grupos testigo (p<0.05) (Cuadro 1).

3.2 Segundo estudio experimental (evaluacién de IFN en la respuesta primaria)

Los linfocitos purificados a través de gradientes de ficoll hypaque y estimulados in
vitro con Con-A en la infeccion primaria con E. tenella, presentaron una cinética de
secrecion de IFN diferente a la mostrada por los SN del grupo testigo de linfocitos de aves
sin infectar pero estimulados con Con-A. El comportamiento de secrecion cada dia PI se
comportd de manera aniloga al comportamiento observado en el primer estudio, sin
embargo, los valores obtenidos en el ensayo con el VENC fueron mas elevados que los
determinados con e} mismo ensayo antiviral en el primer estudio.

En la evaluacion con el VIBF se observo que el IFN se comenzd a elevar a partir del
dia 1 PI hasta el dia 5 PI cuando fue estadisticamente diferente (p<0.05) respecto a su grupo
testigo, al dia 7 PI se observé una baja del nivel de actividad antiviral a un punto basal,
posteriormente 2l dia 9 PI este nivel se elevd ligeramente (p<0.05) (Figura 5).

- En el ensayo antiviral con el VENC se observé un comportamiento semejante al
patron de secrecion determinado para el ensayo con el VIBF, sin embargo al dia 1 PI el
ensayo del VENC presento una diferencia estadistica significativa (p<0.05) en relacion a su

grupo testigo (Figura 5).

Al comparar los dos sistemas antivirales de deteccién de IFN entre los titulos
obtenidos con e! VIBF y los titulos obtenidos con el VENC hubo diferencia (p<0.05)
unicamente al dia 1 PI (Figura 6).
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Al evaluar el patron de secrecién de IFN cada dia PI con £. tenella, se determind que
los titulos obtenidos con el ensayo de VIBF al dia 1 PI no fueron diferentes a los obtenidos
para el grupo testigo sin infectar y a los obtenidos los dias 3, 5 y 7 PI, sin embargo el titulo
del dia 1y 3 Pl y el del grupo testigo sin infectar fueron diferentes (p<0.05) al titulo del IFN
de referencia (Cuadro 2). El titulo del dia I PI fue diferente al obtenido el dia 9 PI. No hubo
diferencias entre los titulos determinados los dias 3, 5, 7 y 9 PI (Cuadro 2).

Al determinar el patron de secrecion de IFN cada dia PI con el ensayo del VENC, se
observo que los titulos del grupo testigo sin infectar y los del dia 7 PI no fueron
estadisticamente diferentes entre si, perd’si distintos (p<0.05) al resto de los SN evaluados,
los cuales no fueron diferentes entre ellos o con el grupo del IFN de referencia (Cuadro 2).

Al evaluar las dos técnicas de purificacion de LT durante la infeccion primaria con
E. tenella, se determino que los titulos de IFN log, del ensayo antiviral con el VENC a
partir de los SN de linfocitos purificados por columnas de fibra de nilon fueron diferentes
(p<0.05) los dias 1 y 5 PI, con respecto a los titulos de IFN log, de los SN obtenidos de
linfocitos purificados por gradientes de ficoll hypaque. Los titulos de IFN log, determinados
con el ensayo antiviral del VIBF a partir de los SN obtenidos con las dos técnicas de
purificacién no fueron diferentes ningun dia Pl con E. tenella (p>0.05) (Figura 7).

3.3 Tercer estudio experimental (evaluacion de IFN en la respuesta secundaria)

Durante la infeccién secundaria con 50,000 ooquistes de £. tenella por ave con una
sola inmunizacion previa de 10,000 ooquistes, se observo que los SN obtenidos de linfocitos
purificados en columnas de fibra de nilon presentaron una cinética de produccién de IFN
mucho mayor a la observada en el grupo testigo de las aves sin infectar.

En la evaluacion antiviral con el VIBF se determiné que el IFN se comenzo a elevar
paulatinamente a partir del dia 1 PI hasta el dia 7 y 9 PI cuando fue estadisticamente
diferente (p<0.05) respecto a su grupo testigo sin desafiar (Figura 8).

En los resultados del ensayo antiviral con el VENC se observd un comportamiento
similar los dias 1 y 3 PI que fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) a las lecturas del
grupo testigo de aves no desafiadas, el patréon de secrecion en este caso mostré un
comportamiento diferente al observado en los experimentos anteriores ya que el titulo
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presentado al dia 7 PI aunque fue diferente estadisticamente (p<0.05) al grupo testigo sin
desafiar, el nivel de IFN mostré una tendencia a disminuir ese dia, sin embargo
posteriormente se elevd al dia 9 PI, cuando fue significativamente diferente (p<0.05) en
relacion al grupo testigo de aves sin desafiar (Figura 8).

Al determinar las diferencias entre los dos sistemas antivirales de cuantificacién de IFN
s¢ observd que los titulos obtenidos con VIBF y los obtenidos con VENC fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) inicamente al dia 1 PI (Figura 9).

En el analisis de la proteccion antiviral contra el VIBF por parte de los SN obtenidos
durante los dias posteriores a la inoculacion secundaria con E. fenella, se determiné que los
titulos obtenidos para el IFN de referencia y los titulos obtenidos todos los dias PI con £.
tenella, fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) con relacion al observado en el grupo
testigo sin desafiar (Cuadro 3).

Al analizar el patron de actividad antiviral del IFN a través de los titulos obtenidos
cada dia PI con el ensayo del VENC, se determiné que los titulos obtenidos al dia 1 y 3 PI
fueron estadisticamente diferentes (p<0.05) a los observados en el grupo testigo sin desafiar
y al obtenido et dia 7 PI, estos ltimos junto con el titulo determinado al dia 9 PI fueron
diferentes al titulo obtenido a partir del IFN de referencia. Los SN del dia 9 PI no mostraron
diferencia estadistica significativa (p<0.05) en relacién a cualquier otro grupo evaluado, a
excepcion del mostrado por el IFN de referencia (Cuadro 3).

3.4 Cuarto estudio experimental (evaluaciéon de IFN en la respuesta secundaria)

En la evaluacidén de IFN de la infeccion secundaria ocasionada por E. fenella donde se
empled un programa de inmounizacion previa, con el ensayo antiviral del VENC se determiné
una cinética de produccién de IFN del grupo desafiado diferente (p<0.05) a la cinética
observada en el grupo testigo de aves sin infectar (Figura 10),

Al evaluar los titulos de los dias PI de este modelo experimental con el ensayo antiviral
donde se empleo el VIBF, no se hall6 diferencia estadistica de los titulos de los SN de cada
dia PI del grupo desafiado con relacion a los titulos observados para e! grupo testigo sin
desafiar. Los valores obtenidos con el ensayo del VENC fueron mayores que los
determinados con ¢l ensayo del VIBF (Figura 10).
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Al comparar los dos sistemas antivirales de determinacion de IFN se observd que
unicamente a los dias 1 y 7 P, existio diferencia estadistica significativa (p<0.05) entre los
titulos obtenidos con el VIBF y los titulos obtenidos con el VENC (Figura 11).

Al determinar el patrén de secrecion de IFN cada dia PI con E. tenella, se observo que
el titulo obtenido con el ensayo del VIBF al dia 3 PI no es estadisticamente diferente al titulo
obtenido para el grupo testigo del IFN de referencia, ni respecto a los titulos obtenidos para
el resto de los SN evaluados, mismos que difirieron (p<0.05) solamente con ¢l grupo del
IFN de referencia (Cuadro 4).

Al evaluar con el ensayo del VENC el patron de secrecion de IFN cada dia PI con
E. tenella, se observd que los titulos de los dias 7 y 9 PI no fueron estadisticamente
diferentes (p>0.05) al del grupo testigo sin infectar, el que a su vez difirio significativamente
{(p<0.05) respecto a los SN obtenidos los dias 1, 3 PI e IFN de referencia, los cuales no
difirieron entre si, ni con relaciéon a los SN de los dias 7 y 9 PI (Cuadro 4).

Produccién de ooquistes de E. tenella en ciego.- Con la camara de Neubauer se determiné
que la cantidad de ooquistes en tejido cecal durante la infeccion primaria y secundaria, varid
segin el dia de muestreo o el tipo de inmunizacién efectuada antes del desafio secundario
con £. tenella. Al dia 5 PI no existié diferencia entre cualquiera de los modelos de infeccion
(Figura 12). Sin embargo, al dia 7 PI la cantidad de ooquistes presentes en ciego durante la
infeccion primaria mostré una diferencia altamente significativa (P<0.001) en relacién a la
cantidad determinada en la infeccion secundaria normal o con el programa de refuerzo
inmunologico (Cuadro 5).

En la evaluacion efectuada al dia 9 PI se determiné una mayor cantidad de ooquistes
presentes en ciego en el modelo de infeccién primaria y secundaria normal, que fueron
estadisticamente diferentes (p<0.05) a la cantidad observada en el modelo de desafio
secundario con el programa de refuerzo antigénico (Figura 12) (Cuadro 5).

Cantidad de ooquistes de E. fenella en heces.- Con la camara de McMaster se determind

que la cantidad'de ooquistes presentes en heces al dia 7 PI de la infeccion primaria fue
mayor que la cantidad eliminada en cualquiera de los dos modelos experimentales de la
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infeccion secundaria con E. tenella (Figura 13), se determind una diferencia altamente
significativa (p<0.001) entre los dos tipos de infeccion (Cuadro 6).

Severidad de lesiones cecales en aves infectadas con E. tenella.~ Utilizando Ja escala de
Johnson y Reid (1970) el mayor grado en severidad de lesiones cecales se observo en el
grupo del desafio primario que fue estadisticamente diferente a los dos grupos de desafio
secundario (p=0.0023). Ademsis entre los dos grupos de desafio secundario también existié
una diferencia altamente significativa (p=0.00057) (Figura 14).

Ensayo antiviral con el VEV.- Debido a que las titulaciones del indculo de VEV se

realizaron en células VERO, este titulo no correspondio a la induccion de efecto citopatico
en FEP, por lo cual no se pudo evaluar el efecto protector de los SN.
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CAPITULO 4
DISCUSION

En la realizacion de las dos técnicas de aislamiento especifico utilizadas en la presente
investigacion se obtuvo una pureza adecuada de la poblacién de LT.

En el trabajo realizado por Breed et al (1997) se determiné que el efecto antiviral del
IFN-y presente en los SN obtenidos de linfocitos sanguineos estimulados con Con-A
después de una infeccion primaria con E. fenella, tiene aproximadamente el 90% de
correlacion con el aumento en produccién de 6xido nitrico (NO,) de macréfagos activados
con los mismos SN. Debido a que esta funcion es exclusiva del IFN-y no se debe descartar
su participacion en la actividad antiviral observada en los ensayos efectuados en el presente
estudio, esta funcién se expresd para efectos practicos como actividad det IFN. De acuerdo
al origen de su produccion el IFN-y es secretado principalmente por LT CD4+, LT CD8+ y
LT con funcion NK. La actividad antiviral del IFN analizada en los cuatro estudios
experimentales es atribuible principalmente al IFN-y.

Revel (1979) y Rubinstein et a/ (1981) han indicado que el virus de la estomatitis
vesicular (VEV) es el indicado para evaluar a través de ensayos antivirales la cantidad de
IFN presente en SN de cultivos in vifro de fibroblastos o linfocitos. El VEV cuenta con
caracteristicas unicas de sensibilidad y especificidad en la deteccion de IFN. Sin embargo su
utilizacion en México esta restringida, ya que produce una enfermedad semejante a la fiebre
aftosa, 1a cual no existe en nuestro pais.

Todos los SN se evaluaron con el VEV para estandarizar los parametros de medicién
de IFN con la finalidad de correlaciounar los titulos obtenidos con los otros dos ensayos
antivirales empleados en el presente estudio. Sin embargo, en el laboratorio donde se
realizaron estas pruebas, el modelo se encuentra estandarizado para evaluar IFN de origen
humano donde el titulo del inéculo en dosts infectantes se realiza con células VERO, por lo
que al momento de correr esta prueba con FEP no existié6 efecto citopatico. En toda
evaluaciéon futura con el VEV se recomienda efectuar la titulacién en células
filogéneticamente similares a las empleadas para la evaluacion del IFN homélogo.

Existen otros virus probados en la evaluacién de IFN, como los virus Sendai y
SemLinki Forest (Rubinstein et a/, 1981), sin embargo su utilizacion también esta limitada
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debido a las restricciones de importacién al pais de virus extranjeros, ademss estos virus no
son de origen aviar.

Se recomienda evaluar la accion antiviral del IFN de ave con un virus aviar por
especificidad de especie y valor metodoldgico. Se realizd una exhaustiva basqueda
bibliografica sobre el empleo de virus aviares en modelos de deteccién de interferencia viral
mediada por citocinas con énfasis en el IFN-y, sin embargo, no se logré documentar la
utilizacion del virus de la enfermedad de Newcastle o la del virus de la infeccién de la bolsa
de Fabricio, ya que estos virus se han utilizado vinicamente como métodos de replicacién
viral para la obtencion de IFN (Gandhi ef o/, 1970; Lampson et al, 1974; Lomnicz et al,
1973; Wertz et al, 1994).

Los dos ensayos antivirales empleados como sistemas de deteccién de actividad
antiviral utilizando un virus de ave para determinar YFN aviar dieron resultados positivos y
satisfactorios en el presente estudio, ya que ademis de detectar cualitativamente la accién
del IFN se pudo determinar cuantitativamente la produccion de linfocitos aislados durante 1a
infeccion experimental con E. fenella. Al inicio del presente estudio se planted utilizar el
VENC, un virus de cadena sencilla ARN que puede ser bloqueado adecuadamente por IFN-
y (Figura 2, esquema 1 y 2); sin embargo, por razones de confiabilidad se opt6 por utilizar
un segundo virus de doble cadena ARN (VIBF) con la opcién de poder inferir alguna
diferencia en el mecanismo de accién del IFN presente durante la infeccién con E. fenella.

Durante la infeccién primaria, el patron de secrecién de IFN determinado por la
actividad antiviral conferida a los FEP independientemente de la técnica de aislamiento de
LT empleada se comporté de manera parecida. Sin embargo, al evaluar los SN con
cualquiera de las dos técnicas antivirales se obtuvo un mayor titulo de IFN en los SN de
linfocitos aislados con la técnica de ficoll hypaque en comparacion a los SN de los linfocitos
aislados con columnas de fibra de nilon.

Las cantidades obtenidas con ficoll fueron mas altas de lo esperado, ya que con esta
técnica se esperaba obtener un nivel mas bajo de IFN, debido a que Weiler y Von Biilow
(1987(b)) han reportado que los componentes del ficoll hypaque (polisucrosa, diatriozoato
de sodio) son toxicos para los LT y disminuyen su capacidad en la produccién de citocinas.
Otro factor potencial considerado en la baja produccién de IFN de LT aislados con ficoll
hypague es la composicién celular obtenida. Maheswaran y colaboradores (1975) han
indicado que la respuesta hacia los mitogenos varia dependiendo de la composicion
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heterogénea del cultivo celular obtenida con ficoll hypaque. Shaefer y colaboradores (1985)
mencionan que los monocitos no activados aislados con ficoll hypaque podrian ejercer una
supresion sobre los LT estimulados y por lo mismo abatir la produccion de citocinas. Lee et
al (1978) y Onaga y Tajima (1983) mencionan una supresion del mismo tipo. Sin embargo,
con el ensayo antiviral del VENC se detecté mayor actividad de IFN en las células aisladas
con ficoll que la detectada en las células aisladas con columnas de fibra de nilén, hallazgo
que concuerda con lo investigado por Kaspers ef al (1994) quien indicé que la técnica de
ficoll hypaque ademas de purificar micialmente linfocitos puede tener un porcentaje
importante de monocitos activados, los cuales podrian interrelacionar en una secrecion
dinimica de citocinas como TNF-a,, TNF-f, IL-12 e IFN-y con retroalimentacion positiva.
Esta situacion se pudo deber también a algin tipo de interrelacion con los LB los cuales con
ficoll hypaque se hallan presentes en cantidades mayores a las obtenidas con la técnica de
columnas de niloén {Kaspers et al, 1994).

La probable interrelacion de los monocitos con los LT se evito al incubar en cajas
plasticas de Petri los cultivos celulares obtenidos de la interfase de ficoll, ya que los
moznocitos del bazo quedan adheridos al plastico y los LT en el SN. Sin embargo, qued6 sin
dilucidar la posibilidad de que en la interfase de ficoll hypaque existan otros tipos de céhlas
diferentes a los monocitos, las que podrian liberar otros tipos de citocinas con accion

antiviral o bien interactuar con los LT (Onaga y Tajima, 1983).

Los ensayos antivirales efectuados con el VIBF se comportaron de manera parecida
tanto en la determinacién del perfil de secrecién como en la cantidad de IFN detectada
durante la respuesta primaria a E. tenella. Posiblemente se debi6 a que el IFN que inhibié los
efectos citopéticos del VIBF, actué en forma unica y proporcionalmente en las dos técnicas
de aislamiento (columnas y ficoll) sin interferencia de ninguna otra citocina. De acuerdo con
lo expresado por Talebi y colaboradores {1995) esto posiblemente se debid a Ia accion de
cantidades semejantes de IFN secretado por un numero semejante de linfocitos estimulados
con la misma cantidad de Con-A obtenidos a partir de las dos diferentes técnicas.

Se ha observado que los linfocitos cultivados in vitro mueren en pocas horas si no son
estimulados especificamente con mitogenos como la fitohemaglutinina o la Con-A o con
aloantigenos especificos de acuerdo a lo observado por Prowse y Pallister (1989) y Breed et
al (1997). Sin embargo, con la finalidad de evitar cualquier factor de activacién diferente a la
previa estimulaciéon in vivo con E. tenella se eligio la cantidlad minima de Con-A
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(Maheswaran et al, 1975). Weiler y Von Biilow (1987(b)) determinaron que cantidades
mayores a 7.5 Lg de Con-A pueden enmascarar la estimulacién previa in vivo, objetivo
primordial con Ia finalidad de detectar actividad antiviral del IFN en los cuatro experimentos
realizados, lo cual favorablemente se obtuvo, ya que se detecté un incremento de actividad
del IFN sobre el nivel basal determinado en linfocitos de aves no desafiadas pero si
estimuladas con Con-A, ya que se obtuvieron respuestas de interferencia viral tanto en
linfocitos de aves desafiadas como en linfocitos de aves no desafiadas.

La seleccion de la concentracion minima de Con-A fue adecuada de acuerdo a lo
reportado por Prowse y Pallister (1989) quienes obtuvieron resultados semejantes al utilizar
2 ug de Con-A y conforme también a lo indicado por Weiler y Von Biilow (1987(b))
quienes observaron que cantidades mayores a 10 pg de Con-A pueden saturar lIa capacidad
de respuesta en la liberacion de citocinas. Sin embargo, en relacion a la estimulacién y a la
pureza del cultivo lo que se ha determinado es que a altas concentraciones la Con-A puede
activar 2 los LT sin necesidad de que existan células de coestimulacion (Miggiano ef al,
1976). Knudtson y colaboradores (1990) han mostrado que el control genético en la
proliferacion de LT debida a 1a Con-A es independiente al control genético del mismo efecto
por citocinas de otras células coestimulatorias (IL-2). De acuerdo a Breed et a/ (1997) y
Prowse y Pallister (1989) todos los linfocitos aislados de bazo o de sangre responden a la
Con-A proliferando, pero inicamente los linfocitos estimulados previamente in vivo con E.
tenella son los que producen IFN.

La densidad celular elegida para los cultivos de linfocitos (5 x 10° células/mL)
permitio tener flexibilidad en cuanto a la cantidad de linfocitos aportados por ave a
diferentes edades, puesto que la concentracién de 1 x 10’ células/mL que se halla indicada
por Kogut ef al (1992), Prowse y Pallister (1989), Téllez et al (1993) y Weiler y Von Biilow
(1987(b)) para cultivos de linfocitos esplénicos individuales a partir de aves menores de tres
semanas presentd dificultades para su obtencién. La eleccion efectuada por estos
investigadores se realizé con la finalidad de obtener mayor cantidad de SN, por lo que
utilizaron aves mayores a las tres semanas o bien efectuaron mezclas celulares provenientes
de varias aves. Weiler y Von Biilow (1987(b)) indicaron que a una cantidad mayor de
1 x 107 células/mL, no es necesario ningun tipo de mitégeno en la estimulacion de linfocitos
para la produccion de citocinas, sin embargo, Prowse y Pallister (1989) han observado que a
densidades mayores de 1 x 10 celulas/mL los linfocitos no producen IFN, De acuerdo con
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los resultados obtenidos en el presente estudio y los obtenidos por Prowse y Pallister (1989)
la eleccion para densidad celular fue adecuada.

En cuanto a la influencia de aloantigenos celulares, se determiné que el mezclar
diferentes poblaciones de linfocitos provenientes de distintas aves no tuvo ningin efecto
sobre el incremento en la produccién de IFN, en comparacion al IFN producido por los
cultivos individuales realizados en el segundo experimento, los que mostraron mayor
actividad de IFN detectada por los dos ensayos antivirales.

En los estudios de Dunnigton ef a/ (1992) y Brake ef al (1997) determinaron que la
respuesta de anticuerpos contra E. fenella y la respuesta al desafio de dos lineas de aves
moderadamente resistentes es independiente del haplotipo de MHC que poseen, al contrario
de lo explicado por Abbas et al (1994) quien reporta una fuerte respuesta de estimulacién y
liberacion de linfocinas en cultivos mixtos de linfocitos con diferente haplotipo de MHC
clase I

Es posible que debido a la alta consanguinidad existente en las lineas sintéticas de
pollo de engorda, una gran proporcion de las aves sean homocigéticas para el haplotipo de
MHC clase I y II, lo cual podria explicar en parte la menor respuesta en la proteccion
antiviral del IFN observada en el primer experimento (Bumstead er al, 1995). Se debe
recordar que el cruce de las lineas genéticas hembra y macho utilizadas en el presente
estudio (Hubbard x Hubbard) posiblemente tienen un aito grado de consanguinidad. En el
futuro no se debe descartar la posibilidad de realizar investigaciones que involucren cultivos
mixtos de linfocitos con diferente haplotipo.

La utilizacion de aloantigenos parasitarios en la estimulacién especifica de LT para la
produccion de IFN ha dado resultados positivos. Sin embargo, ain no se comprenden
claramente los mecanismos de respuesta involucrados a nivel celular. Prowse y Pallister
(1989) determinaron que algunos antigenos solubles de £. acervulina estimulan a linfocitos
sensibilizados in vivo contra E. tenella y propusieron un tipo de reaccion cruzada; sin
embargo, Martin y colaboradores (1993) encontraron que no existe respuesta de
estimulacion cruzada, por lo cual, hasta que se determine como los aloantigenos parasitarios
inducen una respuesta de IFN por parte de los linfocitos es recomendable seguir trabajando
con mitégenos a concentraciones minimas (Con-A, PHA) como auxiliares en la estimulacion
complementaria a LT sensibilizados previamente in vivo.
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Al comparar el ensayo antiviral del VIBF con el del VENC se observé que aunque
difirieron en sus lecturas principalmente al principio de la infeccion primaria, en general se
comportaron de manera semejante, como se observé durante la infeccion primaria en el pico
de IFN mostrado al dia 5 P, la caida de actividad de IFN al dia 7 PI y su recuperacion al dia
9 PI (Figuras 3 y 5).

Una diferencia notoria determinada en los SN obtenidos de linfocitos purificados con
columnas de fibra de nilon del primer experimento, es que los niveles de IFN bloquearon
mas al VIBF que al VENC. Mientras que en el segundo experimento donde los linfocitos
fueron purificados con gradientes de ficoll hypaque los niveles de IFN bloquearon mas al
VENC que al VIBF. Las diferencias en respuesta hacia el IFN presente en un mismo SN se
podrian deber de acuerdo a lo propuesto por Stryer (1991) a una falta de sensibilidad por
parte de los mecanismos de respuesta intracelular de la célula huésped (FEP) a la accion del
bloqueo inducido por el IFN y al tipo de ARN de cada virus empleado (cadena sencilla
(VENC) o doble (VIBF))(Figura 2, Esquema 1 y 2). Sin embargo, no se debe descartar la
posibilidad de que esta diferencia se puede deber al patrén de citocinas secretadas al
principio de la infeccion, aunque la accidn que mejor se manifestd se puede atribuir
principaimente al [FN-y.

Cuando se trabaja con SN crudos no se debe descartar la accion de otras citocinas
como TNF-a que bajo determinadas circunstancias podria mostrar mayor o menor
sensibilidad respecto a cualquiera de los dos virus. Bymes ef a/ (1993(b)) determin6 que
durante la infeccion con E. tenella existe un pico de produccion de TNF-o alrededor del dia
3 PI, después cae y alrededor del dia 10-14 PI se eleva para presentar un segundo pico de
TNF-a, por lo que sugirid que el primer pico se debe a la respuesta inespecifica de tipo
inflamatoria y el segundo pico a una respuesta de tipo inmune. El primer pico de TNF-o
curiosamente se da dos dias antes del pico de IFN detectado en el primer y segundo
experimento del presente trabajo, lo que posiblemente indica que la liberacién de TNF-a
actla como inmunomodulador de la respuesta de IFN-y precediéndolo en presentacion 2 a 3
dias, lo que sugiere que estas dos citocinas estan interrelacionadas estrechamente en la
defensa primaria contra E. fenella y posiblemente también durante la respuesta mmune. Los
niveles de IFN detectados al dia 9 PI en la repuesta primaria tienden a elevarse y debido a
que el periodo de muestreo no fue mas amplio no se pudo detectar un segundo pico de IFN
que posiblemente podria correlacionarse con el segundo pico de TNF-o observado por
Bymes ef al (1993(b)). En futuras investigaciones se sugiere prolongar el periodo de
deteccion de IFN, utilizar un virus de referencia como el VEV vy estandarizar su titulo en
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cultivos de FEP. Otra explicacion para la diferencia entre los dos ensayos antivirales de
acuerdo a lo estudiado por Fenner (1974), es que posiblemente existe una distinta capacidad
de virulencia para invadir el monoestrato de FEP por parte de cada virus. Una consideracion
mas podria deberse a la calificacion visual del efecto citopatico de cada uno de los virus.

Un punto importante que debe considerarse de acuerdo a lo planteado por Kasper et
al (1994), Stinson et al (1978) y Yang y Rabinovsky (1987) es el atribuible a la metodologia
empleada, debido al diferente grado de participacion que tienen las columnas de fibra de
nilén y el ficoll hypaque sobre la obtencion, purificacién y porcentaje de participacion de los
linfocitos NK en los cultivos de LT para !a obtenciéon de los SN, Se debe recordar que los
LT NK son productores de IFN-y, de alli su importancia en este tipo de estudios donde
debido a las caracteristicas particulares de cada técnica de purificacion se pudo contribuir a
que hubiera un menor o mayor nimero de LT con accion NK. Sin embargo, no se puede
inferir mucho al respecto ya que atn faltan por estudiar los mecanismos inmunes precisos de
la interrelacion entre LT CD4+, CD8+ y LT NK. Se debe considerar que Herberman y
colaboradores (1982) determinaron un papel de citotoxicidad importante por parte de los LT
NK al ser estimulados con IFN-y. Sin embargo, no se puede descartar por completo una
probable participacion de los LT NK en los resultados obtenidos en el presente estudio.

En humanos y murinos, Grossberg (1987) ha reportado una posible accién antiviral
por parte del TNF-a. En el presente estudio se aumentd a 72 horas el tiempo de incubacién
de los LT estimulados con Con-A, en lugar de las 48 horas determinadas como optimas por
Prowse y Pallister (1989) y Weiler y Von Biilow (1987(b)) con la finalidad de obtener SN
con un mayor contenido de IFN-y y asi evitar una probable interferencia del TNF-o.. Se ha
determmado que la produccién de TNF-a en cultivos mixtos de linfocitos de mamifero es
durante las primeras 12 horas de incubacién in vitro, las siguientes horas de incubacién el
TNF-a es catabolizado al tiempo que es sustituido por la secrecion de TNF-J, que junto con
la IL-12 actdan como citocinas coestimuladoras en la produccion de IFN-y, con esta
modificacion se intentd asegurar en el presente estudio una mejor evaluacion proporcional
de la inhibicidn viral por parte del IFN-y. Ademas, de acuerdo a lo reportado por Paul
(1993) la mayor cantidad de TNF-o es producida por macrofagos, los cuales con la
metodologia de aislamiento y purificacion de LT del primer estudio hubo en menor cantidad
(>4 % macroéfagos). Aunque no se descarta una participacion mayor de los macrofagos en el
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segundo trabajo experimental con gradientes de ficoll hypaque, no se debe olvidar que una
buena parte de ellos se eliminaron mediante la incubacion en placas plasticas de Petri.

De acuerdo con los trabajos de estandarizacion de Prowse y Pallister (1989) durante la
infeccion primaria del presente estudio existio produccién de IFN por parte de LT de aves
no desafiadas pero si estimuladas con Con-A. La produccién de IFN se comporté uniforme
a lo largo de los 9 dias de evaluacién y ayudé a determinar un nivel basal, el cual se emple6
de referencia y permitié hallar diferencias significativas en relacidn al patron de secrecion de
IFN por parte de los LT de aves desafiadas con E. fenella. Aunque Prowse y Pallister
(1989) no pudieron detectar diferencias en la produccion de IFN de LT de aves infectadas y
no infectadas hasta el dia 35 PI, en la presente investigacion se logrd detectar IFN a partir
del primer dia PL. La razon por la cual Prowse y Pallister (1989) no pudieron detectar
diferencias en la produccion de IFN al principio de la infeccion probablemente se debid a
que utilizaron dosis bajas y repetidas de ooquistes esporulados de una cepa de E. fenelia, la
cual en base a su comportamiento posiblemente era moderadamente patogena.

Debido a que E. fenella es menos inmundgena que £. acervulina (Long et al,1986;
Nakai et al, 1992) es factible que las dosis bajas en las que se suministré al principio de la
evaluacioén no hallan estimulado adecuadamente al sistema inmune de las aves hasta después
del dia 35 PI, cuando la infeccién coccidiana posiblemente se amplificé por multiplicacion
autoinfectante y por lo tanto hubo mayor respuesta de IFN.

Con la finalidad de evitar esta situacion en la presente investigacion se utilizaron
inéculos de una cepa altamente patégena de E. fenella y un mayor nimero de ooquistes
esporulados (10,000). La severidad de lesiones obtenidas (Figura 14) y el mimero de
ooquistes presentes en tejido cecal y heces (Figuras 12 y 13) determinaron la patogenicidad
de la cepa de E. tenella utilizada en el presente estudio. En una investigacion reciente Breed
et al (1997) con una dosis unica de 1000 ooquistes esporulados de E. fenella logro detectar
actividad de IFN-y desde el dia 8 P1.

Con las dos técnicas de separacién de linfocitos esplénicos utilizadas en los dos
experimentos iniciales, se observo una elevacion gradual de IFN del dia 1 PI hasta el nivel
mis alto obtenido el dia 5 PL Sin embargo, difirid con lo observado por Breed y
colaboradores (1997) quienes con linfocitos de sangre periférica determinaron el nivel mas
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alto de IFN al dia 8 PI. Breed y colaboradores (1996) correlacionaron el aumento de IFN
del dia 8 PI al aumento de LT CD8+ observado en sangre el mismo dia.

E! nivel de IFN determinado en la respuesta primaria bajo abruptamente al dia 7 PL
Los titulos de los SN de linfocitos purificados con gradientes de ficoll hypaque este dia
(7 PI) no difirieron con el nivel basal de IFN establecido para el grupo testigo. La misma
situacion se observd con los SN de los linfocitos purificados con columnas de fibra de nilon,
que aun cuando sus titulos de IFN difirieron respecto a los del grupo testigo, si fue aparente
una baja de nivel de IFN (Figuras 5 y 8). Aunque esta diferencia entre técnicas de
aislamiento al dia 7 PI se podria deber a la presencia de macréfago productores de TNF-q,
lo cual ayudaria a explicar la diferencia réspecto al nivel basal, esto inicamente sucederia en
el experimento donde se utilizd ficoll hypaque, sin embargo la diferencia ocurrié en el
experimento con columnas de fibra de nilon donde supuestamente hubo menos macréfagos.

En investigaciones futuras es necesario determinar el porcentaje de LT con funcion
NK aislados con la técnica de gradientes de ficoll hypaque y el porcentaje de los aislados con
la técnica de columnas de fibra de nilén, ya que el porcentaje de participacion de estas
c€lulas podria ayudar a explicar esta diferencia. Otra explicacion seria el grado de
interaccion existente entre LB y LT, que mientras con la técnica de columnas de fibra de
nilén los LB son eliminados en gran cantidad, en la técnica de ficoll hypague esto no sucede
(Stinson et al, 1978).

Paul (1993) determind que los LB se estimulan mucho menos con Con-A que los LT,
si embargo Knudtson et af (1990) indicé que los LB podrian alterar el patron de secrecion
de citocinas de los LT, a través de su propio patron de liberacion de citocinas, lo cual podria

explicar en parte las diferencias observadas entre las dos técnicas.

La baja del nivel de actividad del IFN al dia 7 posiblemente se debi6 al origen de las
células evaluadas. En el trabajo de Breed y colaboradores (1997) efectuado con linfocitos de
sangre periférica, el nivel de actividad antiviral al dia 8 PI fue el mas alto, comenzd a
descender al dia 10 PI y Hlegd a un nivel menor el dia 14 PI donde no difirié respecto al
testigo no desafiado. Esto posiblemente se relaciona con los hallazgos realizados un afio
antes (Breed ef al, 1996) donde se determiné un decremento de LT CD4+ los dias 9-10 PI
con E. tenella. Al equiparar los resultados de Breed y colaboradores (1997) con los
hallazgos del presente trabajo, se infiere que podria haber existido un incremento de LT
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CD8+ alrededor del dia 4-5 PL, un decremento de LT CD4+ al dia 7 PI y una recuperacion
posterior de estas subpoblaciones al dia 9 PI con un ligero aumento de IFN para este dia.

Una diferencia importante en el tiempo de presentacion de la maxima produccion de
IFN entre el trabajo de Breed et al (1997) y el descrito para los dos primeros experimentos,
se debié posiblemente al mayor o menor grado de resistencia a la infeccion con E. tenella
por parte de las aves empleadas, en los trabajos de Breed et al (1997) se utilizaron aves
Leghorn que posiblemente difieren en el grado de resistencia a Ia mnfeccion en comparacion a
la linea de pollo de engorda empleada en la presente investigacion (Hubbard x Hubbard).

En ratones de una linea resistente a coccidia (Balb/c) se observo que al infectarlos con
E. vermiformis se obtiene una rapida respuesta en la produccién de IFN-y al dia 4 0 5 PI
(Ovington et al, 1995) (Rose ef al, 1991(b)), la cual declina después de esta fecha; mientras
que en una linea susceptible (C57BL/6) el pico de produccion de IFN-y se presenta hasta el
dia 9 PI cuando difiere con el nivel obtenido en la linea resistente. Los autores infieren que el
rapido mmcremento en la produccién de IFN-y se relaciona con una mayor resistencia en los
ratones resistentes (Balb/c) caracterizada por una infecciéon mas benigna a diferencia de la
observada en los ratones susceptibles (C57BL/6).

Se requiere realizar mayor investigacion en las aves para verificar si realmente esta
rapida respuesta de IFN al dia 5 PI se puede o no deber a una mayor resistencia a la
infeccion con E. tenella en pollo de engorda y su relacion con una respuesta tardia de IFN al
dia 8 PI en aves ligeras (Leghom) posiblemente menos resistentes a la infeccion (Breed ef al,
1997). De acuerdo a Giambrone y Jonhson (1984) la evaluacién de resistencia se puede
efectuar por medio de calificacion de lesiones y el grado de susceptibilidad por medio de
pérdida de peso durante la infeccidn, caracteristicas que no sean han evaluado en ningun
trabajo sobre determinacion de IFN aviar. En futuras investigaciones deberan considerarse.

Los linfocitos utilizados en el presente trabajo fueron de origen esplénico por lo que es
posible que a medida que se manifiestan los efectos detrimentales del periodo de patencia de
la infeccion por E. fenella (mas o menos al dia 7 PI), los LT CD8+, una subpoblacion
especifica de linfocitos T, podria estar estimulada en los tejidos linfoides del intestino
(Lillehoj y Trout, 1994).

Breed y colaboradores (1996) determinaron un incremento transitorio de LT con
expresién CD8+ (subpoblaciones: Dim+ y Brigh+) en sangre, esto posiblemente indicaria
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que existe liberacién de citocinas quimiotcticas hacia el sitio de infeccién, que ocasiona
subsecuentemente que los LT CD4+, LT CD8+ e inclusive LT NK que proliferaron a lo
largo del ciclo asexual del parasito, en el momento que existe esta quimiotaxis tienden a
migrar hacia lamina propia o epitelio del intestino. Al evaluar el IFN al dia 7 PI con la
cantidad de linfocitos esplénicos contemplada en el disefio experimental, éstos
probablemente forman parte de la poblacién de linfocitos que aun cuando se hallan en
proliferacién no se han estimulado al 100 % como para producir linfocinas y/o migrar hacia
el sitio de infeccion. Dijkmans et al (1990) reporté que el aumento en 1a proliferacién de LT
no se encuentra correlacionado con el aumento de secrecion de una citocina en particular.

El mecanismo propuesto es complejo ya que al estimular quimiotacticamente a los LT
CD8+ de bazo éstos comienzan a estimularse autocrinamente al tiempo que inician la
migracién, con lo que posiblemente se explicaria el incremento de IFN por parte de los LT
CD8+ al dia 8 PI (Breed ef al, 1997). Sin embargo, también es posible que al migrar
estimulen secundariamente a otras células de defensa como microfagos, heteréfilos y
linfocitos, especificamente LT CD4+ y LT CD8+ presentes en otros tejidos linfoides como
bazo, timo, bolsa de fabricio, médula dsea o bien a partir de la sangre.

Para despejar estas dudas seria conveniente correlacionar la produccién de IFN de LT
de sangre, bazo, timo y otros organos linfoides que se han utilizado en las distintas
metodologias de cultivo celular con la cantidad de IFN producida en intestino, sin embargo
esto no se ha podido efectuar debido a las dificultades técnicas que involucra el cultivo de
LT a partir del intestino. )

Kogut y Slajchert (1992) y Ovigton et al (1995) han sugerido que las citocinas
secretadas en el sitio de la infeccion tienen \inicamente alcance local. Sin embargo, existen
otras citocinas como IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-2, IFN- y, TNF-c,, TNF-B y GM-CSF que
pueden tener accion sobre sus células blanco en todo el organismo, lo que depende de! curso
de la enfermedad y del patron de secrecion de citocinas presente.

Una posible explicacién para la baja de IFN observada al dia 7 PI en los dos primeros
experimentos es que al dia 6 y 7 PI con E. tenella cuando ocurre 1a mayor cantidad de
lesiones en el tejido cecal es factible que los LT CD8+ activados de origen esplénico
productores de citocinas como el IFN-y, se encuentren en migracién hacia el tejido cecal,
segun se deduce de los trabajos efectuados por Lawn y Rose (1982) y Vervelde et al
(1996), y de acuerdo a los trabajos realizados por Lillehoj y Trout (1993,1996), Trout y
Lillehoj (1993,1995) y Rose y Heskett (1992) se ha determinado que existe una accién
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inmunodepresora por parte de E. tenella, que posiblemente se debe a una invasion activa de
los esporozoitos de E. tenella a LT CD8+ y macréfagos, principalmente durante la infeccion
primaria. El incremento de IFN observado al dia 9 PI con E. fenella de la infeccién primaria
se debe posiblemente a una recuperacién de las subpoblaciones de LT CD8+ debida a la
accion de la IL-2 secretada por LT CD4+ + de todo el organismo incluidos los del bazo. Sin
embargo, se debe considerar que el incremento en la produccién de IFN es independiente de
la proliferacion de los LT CD8+ conforme a lo observado en los experimentos realizados
por Kaspers et al (1994) y Martin et al (1994).

Al evaluar la respuesta secundarid con el modelo de inmunizacion previa tnica de
10,000 ooquistes esporulados de E. tenella a los 20 dias de edad y un desafio con 50,000
ooquistes 14 dias después, se observo un comportamiento ligeramente diferente en el patrén
de secrecion de IFN, lo cual aunque se podria deber a las diferencias entre los ensayos
antivirales anteriormente analizadas durante la respuesta primaria, también se pudo deber a
diferencias en la infectividad de los virus empleados o bien presentar una respuesta diferente
a otras citocinas presentes en los SN evaluados.

Con el ensayo del VENC al dia 1-3 PI se detectd un incremento de IFN diferente al
determinado con el VIBF. El IFN detectado con el VENC disminuyo al final del periodo de
evaluacion, lo que se podria atribuir a que el dia 1 y 3 PI existen subpoblaciones de LT
CD4+ y LTCD8+ que aun se hallan estimulados por el desafio al dia 20 de edad. Es posible
que al dia 6-7 PI estos linfocitos migren hacia el intestino en respuesta al segundo desafio de
50,000 ooquistes esporulados de E. fenelia, por lo que es posible que al dia 6-7 dias PI no
se haya logrado detectar un mayor nivel que el detectado los primeros dias de la evaluacion .

Se debe considerar que los tipos de respuesta secundaria a una infeccion por £. tenella
se han estudiado poco. Por ejemplo Breed ef a/ (1997) sugiere que el comportamiento de la
produccion de IFN es semejante al patron de secrecion observado durante una infeccion
primaria, sin embargo ain no se ha reportado ningin resultado al respecto. De acuerdo a los
trabajos preliminares de Breed et a/ (1997) la respuesta secundaria al desafio con E. fenella
consistiria en una elevacion gradual del IFN del dia 1 PI hasta el dia 8 PI, lo cual no coincide
con lo observado en el comportamiento de la respuesta secundaria del tercer experimento
del presente trabajo. Sin embargo, aunque al principio de la evaluacién los resultados
obtenidos en el tercer experimento manifestaron diferencias en los perfiles de secrecién de
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IFN, en general se comportaron de manera semejante al perfil observado en la respuesta
primaria de los dos primeros experimentos (Figuras 3 y 5).

Donde mejor se observo este comportamiento fue en el perfil determinado con el
VIBF, el cual mostré un patron de liberacion semejante al de una respuesta primaria, sin
embargo, este difiri6 al dia 1-3 PL El alto nivel de IFN al principio de la evaluacién de la
respuesta secundaria posiblemente se debio a la existencia de un estimulo de forma continua
previo al segundo desafio.

En cuanto a cantidad, los niveles de IFN del tercer experimento son similares a los
obtenidos en el segundo experimento (Figura 5) y mucho mas altos que los obtenidos en el
primero (Figura 8). Sin embargo, no*se debe olvidar que la técnica utilizada para el
aislamiento de los linfocitos fue la misma que se empled en el primer experimento, por lo
cual se determind que existe una elevacién mas rapida y alta de los niveles de IFN durante
una respuesta secundaria que durante una respuesta primaria.

Debido a que el tipo de aves empleadas en el presente estudio es diferente al utilizado
por otros autores, hubo diferencias y coincidencias en la respuesta secundaria analizada en el
tercer experimento en relacion a otras investigaciones. Por ejemplo, Martin ef a/ (1994) al
estudiar la respuesta de aves congénitas al haplotipo de MHC y aves Leghom
heterocigdticas al MHC con un disefio experimental semejante al empleado en el tercer
estudio experimental, con un desafio previo con ooquistes de £. acervulina y un desafio 15
dias después con mayor cantidad de ooquistes, encontré que la cantidad de IFN producida
por un cultivo de la mezcla de linfocitos de tres aves distintas fue diferente al dia 6 PI de la
respuesta primaria en comparacion a la cantidad determinada al dia 6 PI de la respuesta
secundaria. Por ejemplo la linea Leghom SC con haplotipo homocigético (B?B?) tuvo una
respuesta mucho mayor al desafio primario que al desafic secundario, a diferencia de otras
lineas de aves homocigodticas 1515-7.5 (B2B%) 151.-15 (B'*B!%) y heterocigoticas TK
(B'*B?!) que aunque variaron en la magnitud de sus respuestas, la produccion de IFN total
en la respuesta secundaria fue mayor que en la primaria y se comport6 en forma parecida a
los resultados obtenidos en el tercer experimento de la presente investigacion.

En los resultados del tercer experimento al igual que en los obtenidos por Martin et a/
(1994) se observé una diferencia respecto a lo observado por Giambrone y Jonhson (1984)
quienes determinaron que la respuesta de los linfocitos a la Con-A después de una infeccion
con Eimeria spp es independiente del haplotipo de MHC que posean y que éste no influye
sobre la respuesta inmune celular después del desafio con Eimeria spp. Por lo tanto la cruza
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de la linea de pollo de engorda (Hubbard x Hubbard) utilizada en los cuatro experimentos
del presente trabajo, independientemente de la conformacién de su haplotipo para el MHC
$¢ comporto sin variaciones atribuidas a una posible influencia alogénica, que de existir fue
minima, como se observo en la cantidad de IFN al dia 7 PI de la respuesta secundaria, donde
la linea empleada en el presente trabajo se comporté de manera semejante a tres de las
cuatro lineas de aves estudiadas por Martin ef a/ (1994).

El perfil de secrecioén determinado al final de la evaluacion del tercer experimento (dia
9 PI, Figura 8) tendi6 a una recuperacién, la cual posiblemente se debid a un efecto
compensatorio post-infeccion, caracterizado por estimulacion y proliferacion de LT en todos
los drganos linfoides del organismo, semejante al que se observo al final de la evaluacion de
la respuesta primaria (Figuras 3 y 5).

En el modelo de la respuesta secundaria con refuerzo inmunoldgico el nivel de IFN
determinado con el ensayo del VENC mostro un perfil semejante al determinado en la
respuesta secundaria del tercer experimento, con una notable diferencia en la cantidad de
mterferencia viral al principio de la evaluacion (dias 1 y 3 PI) la cual posteriormente los dos
ultimos dias del muestreo descendié de manera similar al IFN determinado en el tercer
experimento. El alto nivel detectado al principio de este perfil posiblemente se debi6 a que el
ave mantiene en circulacion y en diferentes organos linfoides secundarios una subpoblacion
de LT especificos activados, que al recibir un estimulo antigénico como es la infeccion de los
esporozoitos a las células epiteliales, debido al corto periodo (10 dias) de la Wltima
inmunizacion (1,000 ooquistes esporulados) pueden en determinado momente producir una
amplia variedad de linfocinas quimiotacticas e inmunorreguladoras.

Para el caso especifico de la poblacion linfocitaria esplénica evaluada se tiene que
considerar que aun 10 dias después de la Wltima inmunizacién dentro del programa de
inmunizacion por refuerzo antigénico puede existir un estimulo continuo, al cual
posiblemente se debe el nivel idéntico de IFN observado al principio de la evaluacion.

Posteriormente al dia cuatro cuando existe el efecto traumatico de la ruptura celular
ocasionado por la liberacion de merozoitos de segunda generacidn de E. tenella, es factible
que haya un estimulo aun no definido que induce a migrar a los linfocitos activados a partir
de los diferentes 6érganos Infoides secundarios hacia el intestino, por lo cual mas tarde se
observa baja en la actividad de IFN de los LT esplénicos evaluados.
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Se necesita considerar que no existen trabajos de investigacién que correlacionen los
eventos dinamicos de migracion linfocitaria de los distintos 6rganos linfoides secundarios
hacia sangre y posteriormente hacia el intestino. Por lo cual es necesario realizar una
investigacion que correlacione en el mismo momento del muestreo después de la inoculacién
con E. tenella las subpoblaciones celulares presentes en bazo, timo y sangre con las
subpoblaciones presentes en intestino.

Se observo que los niveles detectados con el VIBF aunque no difirieron respecto a los
niveles del VENC a excepcion del dia 1 y 7 PI (Figura 11) si mostraron un nivel bajo de
IFN, que posiblemente se debié a las diferencias de sensibilidad entre los dos bioensayos.

Los perfiles obtenidos con el VENC fueron similares en los dos experimentos de
respuesta secundaria, sin embargo el perfil de secrecién obtenido en el cuarto experimento
con el VIBF se comporté de manera muy diferente respecto al perfil determinado en el
tercer experimento, lo cual posiblemente se debi6 a las diferencias en reaccion a la presencia
de distintas cantidades de IFN dentro de cada uno de los dos diferentes modelos de
respuesta secundaria o bien a una inadecuada apreciacion visual del efecto citopatico en la
evaluacion del cuarto experimento, debida a la interferencia visual inducida por un posible
efecto téxico ocasionado por las citocinas presentes en los SN evaluados.

En la mayoria de trabajos donde se evalian SN provenientes de LT estimulados in
vitro con Con-A por medio de ensayos antivirales con FEP no se reportan efectos toxicos de
las citocinas sobre los FEP, sin embargo, es factible que éstos existan. En la evaluacién
antiviral de los cuatro experimentos este efecto se observo en las primeras diluciones de los
SN, sin embargo interfirié poco con la evaluacién visual del efecto citopatico inducido por
los virus utilizados.

Este efecto se observd en mayor cantidad cuando se realizaron trabajos preliminares
de evaluacién antiviral con el VIBF utilizando sobrenadantes crudos de linfocinas
concentradas (membranas de ultraconcentracidn Amikon YM-10) provenientes de aves
inmunizadas contra Salmonella enteritidis (SE-ILK) (Téllez et al, 1993) o £. tenella (ET-
ILK) (Kogut et al, 1988; Kogut y Slajchert, 1992). El efecto toxico mis evidente en la
evaluacion de estos SN crudos fue un desprendimiento casi total de la monocapa celular a
las 24 horas de depositados los SN (datos no mostrados).

En la presente evaliacién este efecto se redujo notablemente debido a la decision de
evaluar Unicamente SN sin concentrar. Este efecto se debié posiblemente a que al estimular
con un mitogeno a diferentes poblaciones celulares in vitro existe un incremento en la
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secrecion de diferentes citocinas que de acuerdo a Bymes et a/ (1993(b)) pueden inducir un
efecto téxico severo, entre las principales citocinas reportadas se encuentran ¢l TNF-a y la
IL-1, que de acuerdo a la investigacion realizada por Bymes et al (1993(b)) se producen al
principio de la infeccion con E. tenella y posiblemente tengan efecto toxico.

Dijkmans ef a/ (1989) determind que una alta cantidad de IFN induce efectos toxicos
severos sobre fibroblastos de raton, los que se amplificaron con pequefias cantidades de
IL-1 y TNF-a, por lo cual el efecto toéxico observado en los ensayos antivirales se debe
posiblemente a una interaccion sinérgica. |

Johnson ef al (1994) ha reportado que cuando se aplican terapéuticamente cantidades
de IFN-y mayores a las de una reaccion‘inmunolégica normal, se observan efectos adversos
y detrimentales.

La técnica de conteo de ooquistes en ciegos con la camara de Neubauner durante la
respuesta primaria y secundaria a E. fenella permitié realizar un analisis adecuado de este
parametro. En la respuesta primaria se detecté una gran cantidad de ooquistes presentes en
tejido cecal, que de acuerdo a la estandarizacion de Judrez et al (1997(b)) y Kao y Ungart
(1994) permitié diferenciar este tipo de respuesta con el de una respuesta secundaria.

En la respuesta secundaria del tercer experimento con una dosis unica de 10,000
ooquistes al dia 20 de edad, no se observé presencia de ooquistes al dia 7 PI, sin embargo al
dia 9 PI se observa una eliminacién de ooquistes semejante a la cantidad observada para la
respuesta primaria, lo que posiblemente se debid al retraso en el periodo de patencia
ocasionado por la mmunizacién parcial inducida al dia 20 de edad. Otra razén para explicar
el retraso en la aparicién de ooquistes de acuerdo a lo reportado por Conway ef al (1993),
Giambrone er al (1980,1981) y Leathem y Bums (1968) es que £. fenella es un mal
inmundgeno, ya que un solo desafio con gran cantidad de ooquistes induce un estado de
inmunidad inadecuado en comparacion a un programa de inmunizacién de ooquistes con
bajas cantidades, el cual como se observo en los conteos realizados a partir de ciegos y
heces (Figura 12 y 13) si indujo una buena inmunidad, la que se caracterizo por una nula
eliminacién de ooquistes. En cambio en la respuesta secundaria con una unica inmunizacion,
aunque la cantidad de ooquistes eliminados se reduce significativamente en relacién a la
respuesta primaria, esta es mas alta que la detectada en el programa de refuerzo, lo cual
coincide con los resultados de Joiner y Norton (1976), Long ef al (1976(b)), Nakai er a/
(1992) y Stiff y Bafundo (1993).
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Una observacion analoga se reporta para la calificacion de lesiones, donde como era
de esperarse las aves de la respuesta primaria fieron las que mayor grado en severidad de
lesiones mostraron. Sin embargo, el grupo del tercer experimento presenté un mayor grado
de lesiones con respecto al presentado por el grupo del cuarto experimento, donde la
severidad de lesiones fue nula, lo cual posiblemente se debid al programa de refuerzo
utilizado en comparacién al desafio inico empleado en el tercer experimento.

Los parametros de conteo de ooquistes y calificacion de lesiones utilizados en el
presente estudio para evaluar el grado de infectividad con E. fenella en cada uno de los
modelos de infeccion estudiados son altamente recomendables, ya que reflejaron
adecuadamente el grado de inmunidad establecido por cada modelo infectivo.

En investigaciones futuras se recomienda contar con reactivos de origen aviar que se
consideren estandares como: sistemas de evaluacién antiviral idénticos, ensayos de
estimulacion de macréfagos semejantes, AcM contra citocinas recombinantes especificas de
ave, aves transgénicas a estas citocinas recombinantes, aves de lineas idénticas, cepas virales
de referencia internacional, protocolos de inoculacién semejantes etc, Para evitar diferencias
entre las técnicas y los reactivos que se han empleado para evaluar el comportamiento del
IFN-y aviar durante la infeccién por Eimeria spp. Un punto de partida importante dentro de
esta metodologia es la obtencién de IFN-y recombinante, el equipo de investigacion de
Shultz et al (1995) ha reportado contar con esta citocina recombinante desde 1994, sin
embargo sus hallazgos, aunque semejantes a los reportados por Dijkmans e? al (1990), no se
pueden considerar concluyentes debido a que el IFN recombinante obtenido posee una
capacidad antiviral excelente, sin embargo no estimula macréfagos, por lo que es posible se
trate de IFN tipo I (ct,B3).

Un método alterno que presenta nuevas perspectivas para eliminar factores de
confusién y que posiblemente se podria aplicar en modelos aviares es el propuesto por
Ovington ef al (1995), el que consiste en la medicion directa de IFN-y a partir de los tejidos
intestinales donde se efectia la infeccion.

Aunque los mecanismos que median la patogénesis de la infeccion por E. fenella o los
que median la inmunidad contra la misma ain no se determinan precisamente, este trabajo
aporta una nueva perspectiva en el comportamiento de secrecion de IFN durante una
infeccion primaria y secundaria con E. tenella.

Una perépectiva de investigacion en la consecucion de objetivos mas ambiciosos
dentro del estudio del IFN-y es complementar la presente investigacion con la evaluacion de
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los SN obtenidos en los cuatro experimentos sobre su capacidad de estimular y activar a
macrofagos aviares, accion considerada exclusiva para el IFN-y.

Ademais en el laboratorio donde se efectuaron estos estudios se necesita contar con
una estandarizacion internacional en Ul/g, ya que es prioritario ajustar estd estandarizacion a
los ensayos antivirales de futuras investigaciones. Otra perspectiva de trabajo es la obtencién
propia de IFN de referencia.

Aunque en las condiciones experimentales de los ensayos de caricter biolégico no es
factible extraer una conclusion con caracter irrefutable debido a las condiciones de alta
variabilidad inherentes al continuo cambio de la materia viva. Fn el contexto de la
investigacion y bajo las condiciones en que se desarrollé el presente trabajo se desprenden
una serie de apreciaciones que se pueden considerar concluyentes:

- La inoculacion con 10,000 coquistes esporulados de E. fenella al pollo de engorda de 21
dias de edad permite detectar cantidades altas de IFN tan pronto como a las 72 horas PI.

- La elevacion de la actividad del IFN de LT esplénicos al dia 5 PI de la infeccién primaria
con E. fenella se encuentra relacionada con un grado mayor de resistencia a las infecciones
coccidianas en pollo de engorda.

- La baja de actividad del IFN secretado por los LT esplénicos al dia 7 PI de la infeccion
primaria esta relacionada estrechamente con el dafio tisular ocasionado por la ruptura celular
y la liberacion de los oocistos de E. tenella en pollo de engorda.

- La elevacion de actividad del IFN de los LT esplénicos al dia 9 PI durante la infeccion
primaria con E. fenella se encuentra relacionada con la recuperacién del tejido intestinal del
pollo de engorda.

- Después de la infeccion secundaria con E. fenella en pollo de engorda, los niveles de IFN
de los LT esplénicos al dia 1 y 3 PI se hallan mas elevados que los niveles observados
durante la infeccién primaria.

- El grado de aplicabilidad de los ensayos antivirales in vitro utilizando el VENC y el VIBF
para la deteccion de IFN aviar es adecuado.
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FIGURA 2

ESQUEMA 1
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