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RESUMEN 

Cabriales Jimenez Jose Jestis: Papel de la citotoxicidad de linfocitos T esplenicos de aves contra 

cClulas blanco infectadas con Eimeria tenella (Bajo la asesoria de: MVZ MC Gary Garcia 

Espinosa, PhD Guillermo Tellez Isaias, MVZ MC Maria Elena Rubio y MVZ MC Reynaldo 

Moreno). Con el proposito de obtener evidencia de que 10s linfocitos T reconocen peptidos en 

celulas infectadas, se evalu6 el efecto citot6xico de linfocitos esplenicos sobre celulas infectadas 

con Eimeria tenella. Se hicieron cultivos primaries de cClulas de riii6n de pollo y se infectaron con 

esporozoitos de E. tenella. Se adicionaron linfocitos que se obtuvieron de aves inmunes y no 

inmunes al parasito; asimismo se adicionaron linfocitos a cultivos celulares no infectados. Para 

detectar y evaluar el dafio celular en las cClulas blanco, se utiliz6 un kit comercial de detecci6n de la 

enzima lactato deshidrogenasa. La presencia de esta enzima en el medio de cultivo es proporcional 

al d ~ o  celular y para su medici6n se utiliz6 un lector de ELISA. Se determin6 la absorbancia en 

cada una de las muestras y 10s resultados obtenidos de las lecturas se les realiz6 una transformaci6n 

Log,. Se realiz6 un analisis de varianza para evaluar las diferencias estadisticamente significativas 

entre grupos. De acuerdo con la pmeba de Tukey se encontraron diferencias significativas (p<0.05) 

entre las medias de 10s diferentes gmpos. Se enconh6 que existe un nivel de citotoxicidad mayor en 

aquellos grupos donde se infectaron las cClulas renales y se les adicion6 linfocitos que provenian de 

aves inmnunes. Se obsew6 diferencia significativa (pC0.05) entre 10s cultivos infectados y no 

infectados. Esto pone en evidencia que las cClulas infectadas son deshuidas en mayor cantidad por 

las celulas esplenicas de aves inmunes al parisito. Ciertas poblaciones celulares intewienen en la 

respuesta inmune mediada por celulas, como son 10s linfocitos T citot6xicos y las cClulas NK. Se 

reportan mecanismos de citotoxicidad en una respuesta antigeno-especifica que resulta como una 

consecuencia de la infecci6n natural o vacunaci6n. Para evaluar la citotoxicidad es evidente y m h  

sencillo cuando se utiliza una pmeba colorimCtrica como la empleada en este habajo. 

Palabras clave: Citotoxicidad, Einreria tenella, inmunidad celular, coccidiosis aviar, linfocitos T, 

Cilulas NK, lactato deshidrogenasa. 



SUMMARY 

Cabriales Jimbnez Jose Jestis: Role of cytotoxicity of avian splenic T Lymphocytes against target 

cells infected with Eimeria tenella (Directed by: MVZ MC Gary Garcia Espinosa, PhD Guillermo 

Tellez Isaias, MVZ MC Maria Elena Rubio y MVZ MC Reynaldo Moreno). In order to prove that T 

Lymphocytes recognize infected cells, the cytotoxic effect of splenic lymphocytes against E. tenella 

was evaluated. Chicken kidney primary culture cells were prepared and infected whit E. Tenella 

sporozoites. Splenic cells obtained from E. tenella immune chickens and nai've splenic cells were 

added to infected culture cells, and in the same manner they were added to non infected culture 

cells. In order to detect and evaluate the cellular damage a lactate deshidrogenase enzyme detection 

kit was used. The presence of this enzyme in the culture medium indicates cellular damage. In order 

to be measure it, an ELISA lector was used. The absorbance of each sample was determined and the 

reaching results were transformed in Log. and varianza analysis (ANOVA) was camed out in order 

to determine statistically significant differences among the groups. According to Tukey's Test, there 

were significant differences (pc0.05) among each group means. A greater citotoxicity level was 

found in those groups in which kidney cells were infected and then added splenic cells from 

immune chickens. Statistically significant differences (p<0.05) were found between infected culture 

cells and non infected. This fact means that infected cells are destroyed in larger amounts by splenic 

cells of E, tenella immune chickens. Some cell population participate in the cell immune response, 

such as cytotoxic T Lymphocytes and NK cells. Cytotoxic mechanisms in an antigen-specific 

response are discussed in this paper. lt is evident and easier to evaluate the cytotoxicity when a 

colorimetric test is used. 

Key Words: Cytotoxicity, Eimeria fenella, cellular immunity, avian coccidiosis, T Lymphocytes, 

NK cells, lactate deshidrogenase. 



INTRODUCCI~N 

La coccidiosis es una enfermedad producida por un grupo diverso de padsitos 

protozoarios intracelulares obligados, que infecta a 10s vertebrados y a pocas especies de 

invertebrados. La mayoria de las especies de coccidia de importancia veterinaria estan 

dentro de la familia Eimeriidae, que comprende dos importantes gkneros: Eimeria e 

Isospora (Levine, 1982; Current, 1990). 

En la coccidiosis aviar 10s parhsitos protozoarios del gknero Eimeria se multiplican 

en el tracto intestinal donde ocasionan dafio tisular y alteran 10s procesos digestivos y de 

absorcion de nutrientes, lo que origina retardo en el desarrollo, que se refleja en perdida de 

peso y mortalidad variable que depende del grado de parasitosis de la pamada (McDougald 

y Reid, 1991; Lillehoj, 1993). 

Las especies de eimeria que se identifican mas frecuentemente en Mexico son: 

Eimeria tenella, E. acervulina, E. maxima, E. necatrix y E. brunetti (Moreno 1992). De 

estas especies, las que se localizan e invaden la parte anterior y media del intestino (E. 

acervulina, E. maxima y E. necatrir) producen una alteracion en las funciones de absorcion 

de nutrientes y carotenos por el tracto intestinal, lo que ocasiona una baja de peso y 

despigmentacibn. Dentro de las especies que afectan al ultimo tercio del intestino e s t b  E. 

tenella y E. brunetti. De btas, la coccidiosis por E. teneNa es la mas grave debido a la 

pirdida en la ganancia de peso, la evidente rnelena provocada por 10s esquizontes de 2a. 

generation al invadir las cklulas subepiteliales de las criptas y la alta mortalidad que 

ocasiona (McDougald y Reid, 1991 ; Moreno, 1992). 

CICLO DE VIDA DE LAS COCCIDIAS. 

La coccidiosis difiere de las enfermedades virales y bacterianas por su naturaleza 

autolimitante en su desarrollo (McDougald y Reid, 1991). En el ciclo de vida de las 

coccidias se distinguen tres fases: 

1.- Esporogonia 

2.- Esquizogonia 

3.- Gametogonia 



1.- ESPOROGONIA: Se lleva a cab0 en el suelo donde se encuentran 10s ooquistes no 

espomlados que heron excretados por aves infectadas, donde bajo condiciones apropiadas 

de humedad y temperatura estos esporulan (sufren una subdivision interior surgiendo dos y 

luego cuatro esporoblastos o esporoquistes en cuyo interior, a su vez, se producen dos 

esporozoitos). La esporogonia transcurre en aproximadamente 24 horas. El ooquiste 

espomlado con sus ocho esporozoitos es infectante y segun la cantidad ingerida, 

patogenicidad de la cepa, especie de Eimeria, factores ambientales, etc. podra o no 

originarse un brote de coccidiosis (Current, 1990; McDougald y Reid, 1991; Shirley, 1992). 

2.- ESQUIZOGONIA: Dentro del ave y por acci6n de las enzimas digestivas y de 10s 

movimientos de la molleja, las paredes del ooqi~iste y de sus csporoquistes son destruidas, 

liberandose 10s esporozoitos. Cada uno de estos invade una celula del epitelio, ya sea de 10s 

ciegos (en el caso de Eimeria tenella) o del intestino delgado, donde crece rapidamente, y 

luego se multiplica asexualmente por fusion multiple para formar un esquizonte de primera 

generacibn. Las celulas resultantes de tal multiplicaci6n se denominan merozoitos, y su 

cantidad varia de acuerdo con la especie de Eimeria; esto sucede alrededor del 20. dia de 

infeccibn. 

Al tercer dia, el esquizonte libera a 10s merozoitos, 10s que a su vez invadiran cClulas 

epiteliales en igual nurnero que ellos, dando lugar a un proceso de crecimiento y 

multiplicaci6n semejantes a su etapa anterior y se forma asi la 2a. generacion de 

esquizontes. Algunos de estos merozoitos pueden proseguir hacia una 3a. generacibn, pero 

la mayoria penetraran a nuevas celulas epiteliales para diferenciarse sexualmente. En el 

caso de E. mitis y E. praecox se han identificado 4 generaciones asexuales (Current, 1990; 

McDougald y Reid, 1991; Shirley, 1992). 

3.- GAMETOGONIA: Los merozoitos una vez que han invadido las cClulas se convierten 

en macrogametocitos (celulas femeninas) y microgametocitos (cklulas masculinas). En esta 

etapa se producen m6ltiples microgametos o macrogametos en la celula hubped. El 

microgameto fecunda al macrogameto, el cual entonces desarrolla una gruesa pared 

protectors y se transforma en lo que conocemos con el nombre de ooquiste (no espomlado) 

que al romperse la cClula es liberado y excretado con las heces. El ciclo evolutivo se 



completa en aproximadamente 7 dias. De 10s millones de ooquistes producidos por el ave, 

so10 algunos sobreviven y se vuelven infecciosos (Current, 1990; McDougald y Reid, 1991; 

Shirley, 1992). 

CONTROL DE LA COCCIDIOSIS 

La coccidiosis aviar es la enfermedad parasitaria mis importante a nivel mundial 

debido a las pkrdidas econ6micas que ocasiona a la industria avicola. Estas pkrdidas son 

atribuibles a 10s altos costos de medication, al pobre desarrollo de las aves y a la 

mortalidad resultante de la enfermedad (Arakawa, 1993; McDougald y Reid, 1991; Shirley, 

1992). 

Para el control de la coccidiosis se han utilizado mliltiples firmacos en la 

quimioterapia y en 10s liltimos afios se han utilizado vacunas a partir de ooquistes vivos 

(Arakawa, 1993; McDougald y Reid, 1991; Shirley, 1992). 

Los farmacos anticoccidianos son la principal arma para controlar 10s brotes de 

coccidiosis (Arakawa, 1993) y el uso de estos firmacos se remonta al principio de la dkcada 

de 10s 40's con el uso de las sulfonamidas. A partir de esta fecha se han creado una gran 

variedad de anticoccidianos de origen quimico, asi como anticoccidianos ion6foros 

originados por fermentaci6n biol6gica (McDougald y Roberson, 1988). 

U S 0  DE ANTICOCCIDIANOS. 

El administrar anticoccidianos en el aliment0 es un mktodo conveniente y 

econ6mico el cual ha permitido que las aves puedan ser criadas en las condiciones 

intensivas de la industria avicola comercial. Generalmente 10s anticoccidianos se incluyen 

durante toda la vida del pollo de engorda, con el objetivo de que pocos parisitos escapen a 

10s efectos de la medicaci6n; sin embargo esto conduce al desarrollo de resistencia 

(Chapman, 1984, 1997). 

La definici6n de resistencia farmacologica mis apropiada para el caso de Eimeria 

h e  descrita por Chapman en 1997: "Es la habilidad de una cepa de parasito para replicarse 



o sobrevivir en presencia de concentraciones de un farmaco que normalmente destruye a 

parasitos de la misma especie o previene su multiplicaci6n." 

Averiguar como es el mod0 de accion de 10s farmacos anticoccidianos es un 

requisito para el entendimiento de 10s mecanismos de resistencia a btos, ya que cada clase 

de compuesto quimico tiene accion unica sobre el padsito. Actualmente se conoce en 

detalle la acci6n de algunos fhrmacos, mientras que la de otros permanece como misterio 

(McDougald y Reid, 1991; Chapman, 1997). 

La accion de 10s farmacos anticoccidianos es diversa e incluye efectos sobre la 

funci6n de las membranas (ionbforos), metabolismo energ6tico (quinolonas), sintesis de 

cofactores (Amprolio, sulfonamidas) y sintesis de ADN (Arprinocid). 

El mecanismo de acci6n de 10s ionoforos consiste en alterar la permeabilidad de la 

membrana celular al sodio y potasio, lo que requiere de mucha energia por parte de la 

ctlula para mantener el equilibrio. Se considera que estos ffirmacos tienen una acci6n no 

especifica en el transporte de cationes a travQ de la membrana y que el desarrollo de 

resistencia podria requerir de cambios fundamentales en las propiedades fisicas de la pared 

del parasito. Estos cambios no ocurren de manera ripida y la literatura reporta que se han 

tenido problemas para inducir resistencia a 10s ion6foros en condiciones de laboratorio; sin 

embargo, la baja sensibilidad a estos f h a c o s  es extensa en 10s aislamientos de Eimeria 

obtenidos del campo. Es evidente que 10s parfisitos se valen de mecanismos para evadir 10s 

efectos de estos anticoccidianos (Chapman, 1997). 

Uno de 10s modos de accion mejor conocidos es el de las quinolonas, estos firmacos 

se une de manera reversible a secciones del sistema de transporte de electrones en las 

mitocondrias del esporozoito y de este modo bloquea las reacciones que requieren de 

I energia. En el caso del amprolio, este es quimicamente similar a la tiamina y se asume que 

achia por bloqueo en la utilizaci6n de la tiarnina por el parfisito. (Chapman, 1997). 

I La investigacion y creaci6n de nuevos farmacos anticoccidianos puede facilitarse si 

existe un mejor conocimiento de las bases bioquimicas involucradas en el metabolismo de 
I 

10s parasitos Eimeria (Chapman, 1997). 



INMUNOPROFILAXIS. 

A traves de 10s afios ha surgido un gran interes sobre la respuesta inmune de las aves 

hacia las coccidias y con base en esto se ha desarrollado el uso de vacunas con ooquistes 

vivos. El objetivo de estas vacunas es inducir inmunidad protectora durante la vida 

productiva del ave; el principio de la vacunacion se basa en la administracion de pequefias 

cantidades de ooquistes a las aves, con el objeto de estimular a1 sistema inmune. (Long el 

a1 1986; Danforth y Augustine, 1989; Nakai, Uchida y Kanazawa, 1992; Bafundo, 1994; 

Lee, 1994). 

Bafundo (1994) menciona que 10s productos actuales utilizados en pol10 de engorda 

solo contienen algunas de las especies de coccidia, y que deberian estar presentes aquellas 

de importancia en la produccibn de pollo. Las especies contenidas en la vacuna se 

replicaran el pollo y serhn aparentes aproximadamente 28 dias despues de su 

administracion; frecuentemente, las infecciones por E. ienella se vuelven mas severas 

durante este interval0 y es posible que la mortalidad alcance niveles no aceptables. 

El exito de la vacuna depende de que se desarrolle un sistema inmune competente, 

por lo que cualquier factor que ejerza un efecto negativo sobre 61, afectari adversamente la 

respuesta inducida por la vacuna. Cuando se considera el uso de vacunas con ooquistes 

vivos, debe evaluarse cuidadosamente el impact0 economico, ya que incluso las ligeras 

infecciones con algunas especies de coccidia afectan la ganancia de peso, conversion 

alimenticia y pigmentation de la pie1 (Bafundo, 1994; McDougald y Reid, 1991). 

MECANISMOS DE INMUNIDAD EN LA COCCIDIOSIS. 

La interaction del sistema inmune con 10s microorganismos infecciosos es un 

proceso dinamico entre 10s mecanismos del hubsped orientados a la eliminacion del agente 

infectante y las estrategias de 10s microorganismos para sobrevivir en presencia de estos 

mecanismos efectores (Abbas, 1994). En las infecciones parasitarias provocadas por 

protozoarios la resistencia es poco eficaz; 10s padsitos han desarrollado ademas mliltiples 

mecanismos de evasion y resistencia a la inmunidad, ya que la diversidad estructural y 



antigenica de 10s parisitos se refleja en la heterogeneidad de las respuestas inmunitarias que 

provocan. (Abbas, 1994; Roitt, 1993; Tizard, 1995). 

SISTEMAS DE DEFENSA DEL HOSPEDERO. 

El organismo se vale de multiples estrategias para combatir las infecciones causadas 

por parisitos animales como 10s protozoarios. Dentro de estas estrategias entran en juego 

tanto la resistencia como la inmunidad. Asi tenemos que para combatir a 10s parisitos que 

se desarrollan en el torrente sanguine0 (por ejemplo: Plasmodium, Toxoplasrna y 

Leishmania) el organismo se vale de mecanismos inespecifi cos de defensa tales como el 

sistema del complemento y la fagocitosis por parte de monocitos y polimorfonucleares 

(Abbas, 1995). 

En el caso de la coccidosis, debido a que es un parisito especifico de huesped y de 

sitio de infeccion, 10s principales mecanismos responsables de la inmunidad contra este 

parasito se encuentran localizados en el tracto intestinal (Kogut, 1990). Es por esta 

circunstancia que 10s mecanismos de inmunidad se enfocarin a aqutllos presentes en la 

mucosa del intestino. 

TEJIDO LINFOIDE ASOCIADO AL INTESTINO. 

El aparato digestivo tiene como caracteristica el estar en contact0 con una gran 

cantidad de antigenos, por lo que es necesaria una gran cantidad de tejido linfoide para 

mantener la homeostasis. Desde el punto de vista inmunol6gic0, el intestino constituye una 

gran proporci6n del sistema inmune de 10s animales. En las aves como en 10s mamiferos el 

tejido linfoide asociado a1 intestino (GALT por sus siglas en inglts) representa a un 

componente del tejido linfoide asociado a mucosas (MALT por sus siglas en inglts), en el 

cual tambien se incluyen al tejido linfoide nasofaringeo, bronquial, salivar y genito 

urinario. Este tejido linfoide asociado a mucosas es la primera linea de defensa en las 

superficies mucosas; en el se encuentran ctlulas de tip0 presentadoras de antigen0 

(macr6fagos), inmunorreguladoras (linfocitos T CD4') y efectoras (linfocitos T CD8') 

(Befus el a[, 1980; Lillehoj, 1996; Ventura y Campos, 1992). 



En las aves el GALT incluye a estructuras linfoides organizadas tales como la bolsa 

de Fabricio, tonsilas cecales, placas de Peyer, diverticula de Meckel y agregados 

linfocitarios diseminados a lo largo del cspacio intraepitelial y la lamina propria del tracto 

gastroenterico (Lillehoj y Chung, 1992; Lillehoj, 1996). 

Dentro de la mucosa intestinal, hay dos regiones anatomicas que contienen celulas 

inmunes: el epitelio y la lamina propria, 10s cuales estan morfol6gicamente separados por 

una membrana basal. Se ha observado que la poblacion de linfocitos presente en el intestino 

de 10s pollos contiene 80% de linfocitos, 10-15% de monocitos, aproximadamente 5% de 

otras celulas mononucleares y menos del 1% de leucocitos polimorfonucleares y cilulas 

plasmaticas (Lillehoj, 1996). 

El papel de 10s componentes del GALT en la defensa del huesped contra las 

infecciones comprende complejas interacciones entre 10s linfocitos, celulas epiteliales, 

cblulas dendriticas y macr6fagos residentes; istos e s t h  involucrados en el proceso de 

defensa del hubsped para generar un microambiente incompatible con la supervivencia de 

pat6genos. Factores especificos y no especificos tales como inmunoglobulinas, pkptidos 

antimicrobiales intestinales y mucina, influyen en la colonizaci6n de pat6genos (Lillehoj, 

1996). 

En la respuesta antigeno-especifica contra 10s patogenos se encuentran involucradas 

las dos poblaciones de linfocitos: linfocitos T y linfocitos B. Los linfocitos B expresan 

sobre su superficie molCculas de inmunoglobulinas IgA e IgM con una alta especificidad 

para 10s antigenos. Los linfocitos T reconocen a 10s antigenos procesados que se encuentran 

en la superficie de las c6lulas presentadoras de antigenos (Rothwell et al, 1995; Lillehoj, 

1996). 

La respuesta inmune mediada por cklulas incluye tanto la activaci6n antigeno- 

especifica y no especifica de linfocitos T, NK y macr6fagos. Los linfocitos T comprenden 

dos subpoblaciones funcionalmente distintas que se distinguen entre si por 10s marcadores 

de superficie expresados en ellas. Estas dos subpoblaciones de linfocitos T son: linfocitos T 

citot6xicos CD8' que reconocen antigenos extrailos unidos a las molbculas del complejo 

principal de histocompatibilidad clase I (MHC I por sus siglas en inglbs) y 10s linfocitos T 



cooperadores CD4' que reconocen a antigenos en asociacion con MHC clase I1 (Lillehoj, 

1996). 

En el pollo las inmunoglobulinas predorninantes en las secreciones intestinales son 

la IgM e IgA. La IgM es un pentamero muy efectivo en la elimination de patogenos. La 

principal funcion de la IgA secretoria es la neutralization de virus y toxinas en el lumen 

intestinal y evita la adherencia y colonizacion de la superficie de la mucosa por patogenos 

enttricos (Rothwell et al, 1995; Lillehoj, 1996). 

RESPUESTA INMUNE EN LA COCCIDIOSIS. 

La respuesta del hospedero a la infeccion por coccidias es compleja e involucra 

tanto a la respuesta inmune celular como a la humoral. 

Despubs de la uni6n del antigeno a 10s linfocitos B que expresan las 

inmunoglobulinas IgD e IgM en su superficie, ocurre la division celular y la expansion 

clonal; 10s linfocitos B diferenciados secretan inmunoglobulinas especificas al antigeno. En 

contraste 10s linfocitos T reconocen antigenos que han sido procesados por las c6lulas 

presentadoras de antigeno (CPA) y la union ocurre linicamente en conjuncion con las 

moleculas de histocompatibilidad expresados en la superficie de estas CPA (Rothwell et al, 

1995; Lillehoj, 1996). 

RESPUESTA HUMORAL AL PARASITO. 
Como se menciono anteriormente, en el pollo se encuentran IgA e IgM en las 

secreciones del intestino. Estudios in vitro con anticuerpos monoclonales han demostrado 

que bstos tienen actividad inhibitoria sobre 10s esporozoitos de E. acentulina en la invasion 

del parasito a 10s linfocitos T CD8' (Sasai, et a1 1996). 

Se asume que las inmunoglobulinas ayudan al control del parasito, ya que pueden 

atacar la superficie del patogeno y prevenir su union al epitelio por bloqueo direct0 o 

reduction de la rnotilidad del parasito. De esta manera el parhsito puede ser susceptible a la 

limpieza natural de las mucosas. Los animales infectados con la coccidia producen 

anticuerpos contra el parasito de 2 a 4 semanas postinfeccion. Esta respuesta de anticuerpos 



a las coccidias, tanto en suero como en la mucosa del intestino, puede ser detectada una 

semana despubs de la inoculacibn de ooquistes; sin embargo, algunas investigaciones 

muestran que no hay una correlacion entre 10s niveles de anticuerpos y el grado de 

protecci6n. Con base en estas obsewaciones, se especula que la respuesta mediada por 

anticuerpos juega un papel menor en la protecci6n contra la coccidiosis (Lillehoj y Trout, 

1993; Lillehoj, 1996; Talebi y Mulcahy, 1995). 

RESPUESTA CELULAR AL P A ~ S I T O .  

En la coccidiosis se consideran dos aspectos: 

I).- La resistencia, que se refiere tanto a la constitution genetica, estado fisiolbgico 

y barreras fisico quimicas del hospedero, como respuesta no especifica seguida a una 

infeccion, donde principalmente participan linfocitos NK y macrofagos (Lillehoj y Trout, 

1994; Lillehoj, 1996). 

2).- La inmunidad, que se refiere a la respuesta especifica que resulta de una 

infecci6n secundaria, donde intervienen principalmente 10s linfocitos T CD4' y T CD8' 

(Lillehoj y Trout, 1994; Trout y Lillehoj, 1993, 1995). 

Talebi y Mulcahy (1 995) reportan que la respuesta celular de 10s pollos infectados 

con E. maxima incrementa gradualmente hasta alcanzar un pico en la proliferaci6n de 

linfocitos de sangre periferica en dos semanas. Se sabe que en una infecci6n por E. lenella 

hay un incremento de linfocitos CD8' y CD4' en sangre perifirica a 10s 8 dias 

postinoculaci6n. En lo que se refiere a la poblaci6n de linfocitos T CD4', se ha observado 

una disminuci6n a 10s 9 - 10 dias despuis de la infeccion primaria (Breed, Dorrestein y 

Venneulen; 1996). 

Bumstead et a1 (1995) reportan un incremento en el porcentaje de linfocitos T CD8' 

en sangre perifirica durante 2 a 3 semanas despuks de una infeccion primaria. Se especula 

que estas cClulas representan una poblaci6n que fue activada desde el intestino y que en 

respuesta a una infeccion secundaria es rhpidamente expandida y dirigida a1 sitio de 

infecci6n para desempefiar su papel en el combate a la reinfeccion. 



Se han realizado investigaciones in vivo, donde se ha tratado de dilucidar la 

importancia que tiene cada una de las diferentes poblaciones celulares que intervienen en la 

respuesta inmune. Trout y Lillehoj (1996), reportan que 10s linfocitos T CD4'juegan un 

papel importante en la respuesta inmune primaria en una infeccion por E. tenella. Los 

autores observaron que al inocular anticuerpos monoclonales contra 10s marcadores de 

superficie CD4 de estas ctlulas, 10s pollos produjeron de manera significativa mas 

ooquistes en comparaci6n con aquellos que no tuvieron deplesion de linfocitos T CD4'. Se 

piensa que el control de la respuesta inmune puede estar dado por la produccion de 

interferon gamma (INFy). 

Lo mismo se observ6 en aves inoculadas con anticuerpos monoclonales anti CD8, lo 

que hace pensar que existe la posibilidad de que estas cklulas CD8' ataquen y eliminen las 

cklulas epiteliales parasitadas por la coccidia (Trout y Lillehoj, 1996). 

LA RESPUESTA INMUNE EN EL INTESTINO vs I N F E C C I ~ N  POR COCCIDIAS 

La respuesta inmune del intestino a 10s patogenos involucra complejas interacciones 

de factores solubles, leucocitos, ctlulas epiteliales, cklulas endoteliales y otros factores 

fisiologicos del tejido linfoide asociado al intestino (Lillehoj, 1996). En la infeccion 

causada por coccidias en pollos, se ha observado el proceso dinamico de 10s leucocitos 

presentes en la lamina propria del intestino. Los linfocitos B, asi como las c~lulas  

plasmaticas IgA' e IgM' sufren increment0 en numero durante la infeccion. Esto se ha 

observado tanto en pollos inmunizados como sin inmunizar, ante el desafio con coccidias 

(Rothwell el al, 1995; Vervelde el al, 1996). Sin embargo, investigaciones realizadas 

anteriormente no han encontrado una correlaci6n entre el increment0 de estas ct5lulas y el 

nivel de anticuerpos, con el grado de proteccibn ante un desafio (Lillehoj y Trout, 1993). 

Se han encontrado diferencias en la cantidad de macrofagos presentes en el intestino 

entre pollos inmunizados y no inmunes. El papel de estas cilulas consiste en la fagocitosis 

y el procesamiento del antigen0 para su presentacion a 10s linfocitos T CD4' e inducir la 

respuesta inmune (Vervelde et al, 1996). Otra funcion que tienen 10s macrofagos es la 

produccion de citocinas reguladoras como el factor de necrosis tumoral a (TNF-a por sus 



siglas en inglbs), que puede activar tanto a linfocitos B como linfocitos T, atraer cklulas 

fagociticas al sitio de infeccion y estimular a otras cClulas para que secreten citocinas 

(Vervelde et al, 1996). Sin embargo se ha reportado que 10s macrofagos pueden estar 

involucrados en el transporte de esporozoitos a la submucosa (Trout y Lillehoj, 1993; 

1995). 

Se ha mostrado que las citocinas influyen en el curso de la infeccion por coccidias 

(Kogut, 1992). Recientemente se han identificado de manera parcial las linfocinas IL-2 e 

mFy (Garcia, 1995) en las infecciones por coccidia en pollos. El papel especifico con el 

que achian estas linfocinas en la coccidiosis acn no ha sido esclarecido, ya que no se han 

logrado obtener linfocinas recombinantes; asi como tampoco se han realizado ensayos para 

determinar su accion en el ave viva (Lillehoj y Trout, 1993). 

Despuks de una infeccion primaria el nfimero de linfocitos CD4' se incrernenta y 

excede en cantidad a 10s linfocitos CD8' (Rothwell et al, 1995; Vervelde el al, 1996). Los 

linfocitos CD4' raramente se encuentran junto a 10s esporozoitos, lo que hace pensar que no 

achian directamente como efectores. Sin embargo, su presencia en la lamina propria 

sugiere que juegan un papel importante en la induccion de la respuesta inmune a traves de 

la production de citocinas, las cuales estimulan una gran variedad de cklulas (Vervelde el 

al, 1996). 

En estudios realizados con aves inmunes a Eimeria spp, 10s cambios observados en 

las poblaciones de linfocitos muestran un incremento de 10s linfocitos CD8' despuCs de un 

desafio; este incremento sugiere una infiltration de estas celulas o la expansion de clonas 

reactivas que entran en contacto con cClulas infectadas por el parasito (Bumstead et al, 

1995; Vervelde el a /  1996; Trout y Lillehoj, 1995). Las celulas epiteliales a1 ser infectadas 

por el parasito expresan particulas de b t e  unidas a las moleculas clase I del MHC sobre su 

superficie, que es reconocido por 10s linfocitos T CD8' provocando una respuesta 

citotoxica. Los linfocitos T CD8' parecen inhibir la transferencia de esporozoitos a 10s 

enterocitos y pueden atacar a la c6lulas epiteliales infectadas (Lillehoj y Trout, 1994; Trout 

y Lillehoj, 1995). Se han observado linfocitos T CD8+ en contacto con las celulas 



epiteliales infectadas con el parasito, lo que sugiere que estas celulas epiteliales son el 

blanco de 10s linfocitos T citot6xicos (Lillehoj y Trout, 1994). 

Con base en esta informacion sc: puede afirmar que una de las principales celulas 

responsable del control de la infeccion por coccidias es el linfocito T CD8'. Como lo 

mencionan Trout y Lillehoj (1993,1995), la importancia de este linfocito radica en la 

elimination de las cklulas intestinales infectadas por el parisito. Por esta razon es 

importante contar con pruebas de laboratorio que evaluen la respuesta inmune de las aves 

contra las coccidias. 

Hasta ahora Cnicamente se han llevado a cab0 algunos metodos con fines de 

investigaci6n para evaluar esta respuesta inmune celular contra la coccidiosis. 

EVALUACI~N DE LA RESPUESTA INMUNE EN LA COCCIDIOSIS. 

En la coccidiosis aviar se reporta la evaluacion de la respuesta inmune tanto 

bumoral como celular de las aves infectadas experimentalmente. Esta evaluacion es a travks 

de un inmunoensayo de captura de anticuerpos (ELISA) (Taleby y Mulcahy, 1995) y 

pmebas de inmunotransferencia (Bumstead el al, 1995). Para la evaluaci6n de la respuesta 

inmune celular se han utilizado 10s mCtodos de citometria de flujo y pmebas de 

linfoproliferacibn antigeno-especifica (Bumstead et al, 1995; Martin, Awadalla y Lillehoj, 

1995; Breed, Dorrestein y Vermeulen, 1996; Taleby y Mulcahy, 1995). 

Estas dos ultimas pruebas presentan el inconveniente de necesitar equipo 

especializado para su lectura e interpretacibn. Asi mismo en la citometria de flujo es 

necesario contar con anticuerpos monoclonales que detecten 10s marcadores de superficie 

de la celula para hacer la diferenciacion de las poblaciones celulares. En la pmeba de 

linfoproliferacibn antigeno-especifica es necesario la incorporaci6n de is6topos 

radioactivos (como timidina ex6gena radiomarcada) a las cClulas, en este caso el 

inconveniente es que se debe usar una cantidad minima necesaria para prevenir el daiio por 

radiaci6n a las cklulas pero a la vez que sea suficiente para poder leer con un contador de 

centelleo (Lillehoj, 1991). 



Hasta ahora no han sido reportados ensayos de citotoxicidad para corroborar la 

acci6n de las ctlulas citotoxicas sobre sus celulas blanco en la infection por coccidias en 

aves. Actualmente existe un kit comercial que evalua la citotoxicidad por medio de la 

detecci6n de una enzima presente en todas las cklulas (Lakeside@ Boehringer). Dicha 

prueba detecta la enzima citoplasmatica lactato deshidrogenasa que ha sido identificada en 

cblulas de ratas y otros vertebrados incluyendo a las aves (Lehninger, 1985; Bell, 1971). El 

pnncipio de esta prueba consiste en la detection de la enzima liberada a1 sobrenadante del 

cultivo celular cuando la celula es lisada por la acci6n de 10s linfocitos citot6xicos. Esta 

prueba tiene las ventajas de no utilizar isotopos radiactivos, ademis de mostrar una 

correlaci6n entre el nivel de enzima detectada y el grado de destruccion celular. 



OBJETIVO 

Tener evidencia de que 10s linfocitos T espltnicos reconocen ptptidos en ctlulas 

blanco infectadas por Eimeria tenella y evaluar su efecto citot6xico. 

Los linfocitos T espltnicos reconocen pbtidos presentados por ctlulas blanco 

infectadas con Eimeria tenella, lo que induce un efecto citot6xico para controlar la 

infecci6n. 



OBJETIVO 

Tener evidencia de que 10s linfocitos T esplenicos reconocen peptidos en celulas 

blanco infectadas por Eimeria tenella y evaluar su efecto citot6xico. 

Los linfocitos T espltnicos reconocen peptidos presentados por cClulas blanco 

infectadas con Eimeria tenella, lo que induce un efecto citot6xico para controlar la 

infeccibn. 



PREPARACI~N DE LA CEPA DE Eirneria tenella. 

Se utiliz6 la cepa MOR-80 de E. tenella, del Departamento de Produccion Animal: 

Aves (DPA: A), de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia. Es una cepa de 

mediana patogenicidad que se aislo en una granja de pollos de engorda que se ubica en el 

estado de Queritaro, Mexico. El parasito se replic6 en 40 pollos de engorda de 4 semanas 

de edad y 10s ooquistes fueron cosechados, esporulados y almacenados en dicromato de 

potasio al2.5% como lo describen Long e f  a1 (1976). 

Los ooquistes fueron lavados por centrifugacion con agua destilada para retirar el 

dicromato de potasio. Se concentraron y fueron desinfectados con hipoclorito de sodio al 

4% durante 30 minutos, posteriomente se lavaron por centrifugaci6n con agua destilada 

esteril (Zhang et a1 1997). 

OBTENCI~N DE ESPOROZOITOS. 

Para la obtenci6n de 10s esporozoitos fue preparada una suspensi6n de 5-6 x lo6 

ooquistes en 5 ml de solucion salina amortiguada de Hank's (HBSS por sus siglas en 

ingles). Esta suspension se coloco en un tubo de centrifuga de 50 ml que contenia un 

volumen de 5 ml de perlas de vidrio. Se agit6 en un vortex durante 60 segundos y 

posteriomente se lav6 con 50 ml de HBSS y se concentr6 por centrifugacibn. El boton de 

esporoquistes fue suspendido en 50 ml de HBSS con sales de taurodeoxicolato de sodio al 

4% y tripsina al 0.25%. Esta suspensi6n se incub6 a baiio Maria a 40S°C durante 40 

minutos. Los esporozoitos se lavaron por centrifugaci6n a 1800 g durante 10 minutos y se 

supendieron en medio RPMI-1640 del que se utilizo para el cultivo primario de las cblulas 

de riii6n de pollo. Los esporozoitos heron contados con una camara de Neubauer y se 

ajustaron a la concentraci6n adecuada para tener una relacion de 5: l  esporozoitos por 

cClula renal (Patton y Brigman, 1979; Zhang et a1 1997). 



INMUNIZACION DE LAS AVES. 

Se utilizaron 20 pollos de engorda. comerciales (Hubbard x Hubbard) de un dia de 

edad, que se dividieron en 5 gmpos de 4 aves cada uno. A dos gmpos se les administro el 

parasito E. tenella a una dosis de 1,000 ooquistes/dia/ave durante 14 dias para inducir una 

inmunidad solida en 10s pollos (Joyner y Norton, 1979); al dia 15 se les administro una 

dosis de desafio de 50,000 ooquistes esporulados. Dos gmpos se utilizaron como aves 

testigo sin inmunizar y uno mas se utiliz6 para la obtencion de celulas renales. 

Estas aves se alojaron en baterias de las unidades de aislamiento del DPA: A. Se les 

proporcion6 aliment0 sin anticoccidiano y agua ad libitum. Despues de 10 dias de la ~iltima 

dosis del parasito, las aves se sacrificaron para la obtencion de 10s bazos seg6n la tbnica 

descrita por Kogut (1992). 

AISLAMIENTO DE LINFOCITOS T. 

Se colectaron astpticamente 10s bazos de las aves diez dias desputs del proceso de 

inmunizaci6n. Los bazos se colocaron en bolsas de tela de organza (4 x 4 cm) que a su vez 

estaban en cajas de Petri y se les adicion6 10 rnl de HBSS. Los bazos se maceraron con 

tmbolos de jeringas esthiles y las celulas esplenicas se colocaron en tubos de 15 ml, 

posteriormente se centrifugaron a 250 g durante 10 minutos a 4°C. El paquete centrifugado, 

se suspendi6 en 4 ml de medio RPMI 1640 suplementado con 10% de suero fetal bovino. 

La suspensi6n celular fue agregada lentamente a travts de la pared de un tubo que contenia 

4 ml de ficoll hypaque 1077 (Ficoll hypaque, densidad 1.070 + 0.001 g/ml Sigma 

Chemicals St. Louis MO). Se centrihg6 a 500 g durante 20 minutos a 20°C y se 

recuperaron las cklulas de la interfase con una pipeta Pasteur; las cClulas heron lavadas tres 

veces con HBSS y se realiz6 una suspensi6n de estas celulas separadas en medio RPMI 

1640, libre de suero y suplementado con L-glutamina (2mM), piruvato de sodio (ImM), 

100 UVml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina (P-E) y 7.5 pg/ml de concanavalina 



azul al 0.1% y la densidad celular se ajust6 a 1 x 10' celulas/ml (Martin, Lillehoj, Kasper 

and Bacon 1993; Miller, Bowma and Schat 1994). 

Esta metodologia se realiz6 por cada grupo de aves, para despues enfrentar 10s 

linfocitos T en 10s cultivos de celulas de riiion infectadas y no infectadas. 

PREPARACI~N DEL CULTIVO PRIMARlO DE CELULAS DE RI&'~N. 

Para la obtenci6n del cultivo primario de c6lulas de rifi6n se utilizaron aves del 

gmpo destinado para dicho fin. Se utiliz6 la metodologia originalmente descrita por Doran 

(1971) con las modificaciones hechas por Zhang el a1 (1996). De cada una de las aves se 

hicieron cultivos por separado que se mantuvieron en medio de cultivo RPMI-1640 

adicionado con L-glutamina (2mM), pimvato de sodio (ImM), P-E y suero fetal bovino al 

10%. Se ajust6 a una concentraci6n de 1 x lo6 celulaslml y se adicionaron 100 p1 de esta 

suspensi6n en cada pozo de una piaca de cultivo celular (Nunc F96) que contenia 100 p1 de 

medio de cultivo. Se incub6 la placa en una estufa de cultivo celular a 37°C con 5% de CO, 

durante 24 horas, para despuks lavar cada uno de 10s pozos con HBSS y remover las celulas 

que no se adhirieron a la placa; despub de lavar 10s pozos se les adicion6 200 pl de medio 

de cultivo nuevo. A las 48 horas se observe un 80 % de confluencia en la monocapa celular. 

I N F E C C I ~ N  DE CELULAS RENALES. 

Para calcular la cantidad de esporozoitos que se utiliz6 en la infecci6n del cultivo 

celular, a 9 pozos testigo se les adicion6 200 p1 de HBSS sin calcio ni magnesio con 0.05% 

de tripsina a cada uno. Se dej6 incubar la placa a 37OC con 5% de CO, durante 3 a 5 

minutos. Se obsew6 la placa en un microscopio invertido para corroborar que las celulas se 

desprendieran del fondo de la placa, se colectaron y heron contadas en una chmara de 

Neubauer; la cantidad que se contb fue de 30,000 cklulas aproximadamente en cada pozo. 

Con base en la cantidad de cClulas presentes en cada pozo se ajust6 la concentration 

a una relaci6n de 5: 1 (esporozoitos: c6lulas de riii6n) para la infection. Los esporozoitos se 

ajustaron a una concentraci6n de 1,500,000/ml y se adicionaron en un volumen de 100 p1 a 



cada pozo. Se dejaron incubar durante 12 horas en estufa de cultivo celular a 37°C con 5% 

de CO,. 

Despues del period0 de incubacion se lavaron las placas con HBSS para remover 10s 

esporozoitos que no penetraron en las celulas; luego, a cada pozo se le adicion6 200 p1 de 

medio de cultivo RPMI-1640 suplementado con L-glutamina (2mM), pimvato de sodio 

(ImM), P-E y suero fetal bovino al 10%. 

DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD. 

Para evidenciar el efecto citot6xico de 10s linfocitos sobre las celulas renales se 

utilizo un kit comercial de detecci6n de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) 

(Lakeside@ Boehringer). Es una prueba colorimetrica para evaluar la muerte y lisis celular, 

que se basa en la medici6n de la actividad de esta enzima liberada por las celulas dafiadas y 

que se encuentra presente en el sobrenadante del cultivo celular. 

Se hicieron cuatro grupos, donde cada uno correspondid a 10s grupos de aves 

inmunizadas asi como 10s gmpos testigos. Para determinar el efecto citot6xico de 10s 

linfocitos sobre las cClulas de ria611 infectadas, asi como la existencia de la respuesta 

alogenica por la diferencia del MHC, se enfrentaron celulas infectadas y no infectadas a 

linfocitos obtenidos de aves inmunes y de aves no inmunes con el siguiente modelo: 

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D 

C. C. R. P.* C. C. R. P. C. C. R. P. C. C. R. P. 
+ + + f 

Esporozoitos Linfocitos T de aves Esporozoitos Linfocitos T de aves 
+ inmunes + no inmunes 

Linfocitos T de aves 
inmunes 

Linfocitos T de aves 
no inmunes 

- 

* Cultivo celular de rifion de pollo 



Los linfocitos se adicionaron en una relacion de 20:l (celulas efectoras: celula 

blanco) y por cada gmpo heron ocupados 9 pozos. Se realizaron cuatro repeticiones por 

grupo y en cada una de las repeticiones se incluyeron igual numero de pozos como testigos 

de las diferentes poblaciones celulares que se utilizaron. Estos pozos testigo incluian 

linfocitos, celulas renales infectadas y no infectadas. Asimismo, se incluyeron testigos de 

liberation alta de LDH de 10s linfocitos y celulas renales. A estos testigos se les adiciono 

Triton@ X-100 en 100 p1 de medio de cultivo a una concentraci6n del 2% (Lakeside@ 

Boehringer). 

OBTENCION DE LOS SOBRENADANTES. 

Las placas se dejaron incubar durante 4 horas en una estufa de cultivo celular a 37°C 

con 5% de CO,. Despuks de se centrifugaron a 250 g durante 5 minutos y se tomaron 100 

p1 de 10s sobrenadantes y se pasaron a una placa esteril para realizar la deteccion de la 

presencia de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en cada uno de 10s pozos. La tkcnica 

de deteccion de LDH se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del proveedor (Lakeside@ 

Boehringer). 

Despues de haber agregado las soluciones correspondientes a cada pozo y de haber 

incubado durante media hora a temperatura del laboratorio, se le adicion6 50 pl de Bcido 

clorhidrico (HCI) a una concentration 1 normal, para detener la reaccion de color. 

Se realizaron dos lecturas de 10s sobrenadantes en un lector de ELISA, la primera 

con un filtro de 480 nm y una segunda de referencia con un filtro de 650 nm. Se obtuvo la 

diferencia de la lectura a 480 nm menos la lectura a 650 nm para determinar la cantidad de 

LDH presente en 10s sobrenadantes de cada uno de  10s pozos. 



PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD. 

Para determinar el porcentaje de citotoxicidad, se realizo una transformacion Lo& 

de la diferencia de las lecturas de 10s resultados obtenidos en la deteccion de la cantidad de 

LDH detectada (Bennett y Riley, 1992). Se calculo el valor prornedio de cada 3 pozos en 

cada uno de 10s gmpos y estos valores se utilizaron en la siguiente fornula: 

% de citotoxicidad = (LDH de esplenocitos y cklulas renales - LDH esplenocitos) - control basal X 100 

control alto de LDH - control basal 

Donde el control basal esti  dado por el valor obtenido de 10s controles de celulas 

renales y el control alto esta dado por aquellos pozos dei rnisrno tipo de cklulas a 10s que se 

les adicion6 Triton03 X-100. 

ANALISIS ESTADISTICO. 

Se utilizo la transfomacion Log, (480 nm - 650 nm) de 10s resultados obtenidos en 

la detecci6n de la cantidad de LDH detectada (Bennett y Riley, 1992). Los datos obtenidos 

se sometieron a un anilisis de varianza y se determinaron las diferencias estadisticarnente 

significativas (p<0.05) entre gmpos. Para evaluar el efecto de la infecci6n asi corno el 

efecto de la inrnunizacibn, se analizaron 10s datos obtenidos bajo un rnodelo factorial de 

2x2, donde el factor A correspondio a 10s gmpos inmune y no inmune y el factor B 

correspondib a 10s gmpos infectado y no infectado. 

Se realiz6 la pmeba de Tukey para determinar las diferencias estadisticas 

significativas (p<0.05) entre las medias de 10s diferentes gmpos, para lo cual se utiliz6 el 

paquete estadistico SAS (Zar, 1984). 



RESULTADOS. 

DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD, 

Como lo muestra el cuadro No 1, se detect6 mayor cantidad de LDH en aquellos 
sobrenadantes donde se incubaron tanto las celulas renales infectadas y no infectadas junto 
con 10s linfocitos que provenian de aves inmunes al parasito (grupos A y B). Estos grupos 
no heron estadisticamente diferentes entre ellos (p>0.05), sin embargo si se encontr6 . ~ - 
diferencia estadistica significativa (p<0.001) en comparaci6n con 10s grupos de aves no 
inrnunes (grupos C y D). Entre 10s grupos donde las cClulas esplenicas provenian de aves 
no inmunes, hub0 diferencia estadistica entre el grupo infectado (grupo C) con respecto al 
no infectado (grupo D). 

CUADRO 1: CANTIDAD DETECTADA DE LDH PRESENTE EN LOS 
SOBRENADANTES DE LOS CULTIVOS CELULARES. 

LDH EXPRESADA EN Log. (480 nm - 650 nm)f DESVIACION 
ESTANDAR* 

Aves inmunes GRUPO A 0.179 (+ 0.06)a 

GRUPO B 0.167 (+ 0.08)a 

Aves no inmunes GRUPO C 0.1 10 (+ 0.07)~ 

GRUPO D 0.046 (f 0.05)' 

A LOS valores dentro de la columna seguidos por diferente literal son estadisticamente 
diferentes, p < 0.001 (Tukey). 

LIBERACION DE LDH EN LOS GRUPOS DE AVES INMUNES. 

En la figura 1 se muestra la cantidad de LDH obtenida por la transformation de 

Log, de las diferencias de las lecturas (480 nm - 650 nm) de 10s sobrenadantes. Como se 

esperaba, la cantidad de LDH detectada fue mayor en aquellos grupos testigo a 10s que se 

les adicionb Triton@ X-100. Se observo tambien una cantidad mayor en el grupo 

experimental (sin llegar a 10s niveles del grupo testigo alto) donde se presentaron 10s 

esplenocitos a celulas renales infectadas; sin embargo, la cantidad de LDH no file 



estadisticamente diferente @>0.05) con respecto a la del gmpo donde se  adicionaron 10s 

linfocitos esplenicos a 10s pozos. 

Los niveles mas bajos de  LDH se detectaron en 10s gmpos testigo de  liberaci6n 

basal de  las cklulas renales tanto infectadas como no infectadas. 

FIGURA 1: CANTIDAD DE LDH Log, (480 nm - 650 nm) EN LOS 
SOBRENADANTES DE CELULAS PROVENIENTES DE AVES INMUNES*. 

A Valores seguidos de literales diferentes presentan diferencia estadistica p<O.OOI (Tukey) 

Donde: 

CWbasal = Grupo testigo de liberacion basal de LDH de las celulas de riiion de pollo. 
CR+Espor = Liberation de LDH de las celulas de riiibn de pollo infectadas con 
esporozoitos de E. tenella. 
Esplelbasal = Grupo testigo de IiberaciOn basal de LDH de 10s linfocitos esplknicos. 
EXPERIM = Liberacion de LDH de las cilulas de riiion de pollo infcctadas y 

presentadas a 10s linfocitos esplenicos de aves inmuncs. 
CR+Esplen = Liberacion de LDH de las cklulas de riiion de pollo y linfocitos 

espltnicos. 
CWAlto = Grupo testigo de liberacion alta de LDH de las celulas de riiion de pollo con 

Triton@ X- 100 
Esplelalto = Gmpo testigo de liberacion alta de LDH de 10s linfocitos esplCnicos con 

Triton@ X- 100 



LIBERACION DE LDH EN LOS GRUPOS DE AVES NO INMUNES. 

A1 igual que en 10s grupos de aves inmunes, 10s niveles mi& altos de LDH heron 

detectados en aquellos gmpos testigos de celulas de riiion y esplenocitos a 10s que se les 

adicion6 Triton@ X-100. No se encontro diferencia estadistica significativa @>0.05) entre 

estos gmpos, asi como tampoco en aqukllos donde se evaluo la cantidad de LDH basal en 

las ctlulas de riiion infectadas y sin infectar. 

En este caso si existi6 diferencia estadistica (p<0.001) entre el gmpo experimental y 

10s gmpos testigos donde se utilizaron esplenocitos (Figura 2). 

FIGURA 2: CANTIDAD DE LDH Loge (480 nm - 650 nm) EN LOS SOBRENADANTES DE 
CELULAS PROVENIENTES DE AVES NO INMUNESA. 

A Valores seguidos de literales diferentes presentan diferencia estadistica p<0.001 (Tukey). 
Donde: 

I CRhasal = Gmpo testigo de liberacibn basal de LDH de las celulas de riiion de pollo. 
CR+Espor = Liberaci6n de LDH de las cilulas de riiion de pollo infectadas con 
esporozoitos de E. tenella. 
Esplelbasal = Gmpo testigo de liberation basal de LDH de 10s linfocitos esplinicos. 
EXPERIM = Liberacion de LDH de las celulas de riiion de pollo infectadas y 

presentadas a 10s linfocitos esplcnicos de aves no inmunes 
CR+Esplen = Liberacion de LDH de las celulas de riii6n de pollo y linfocitos 

esplinicos. 
CRIAlto = Gmpo testigo de liberaei6n alta de LDH de las celulas de riii6n de polio con 

Triton@ X-100 
Esplelalto = Gmpo testigo de liberaci6n alta de LDH de 10s linfocitos esplinicos con 

Triton@ X-100. 



PORCENTAJE DE CITOTOXICIDAD 

Este fue evaluado tomando en consideracion un modelo factorial 2 x 2, donde el 

factor A correspondi6 a aves inmunes y no inmunes y el factor B correspondio a celulas 

renales infectadas y no infectadas. Como se muestra en el cuadro No 2, el porcentaje de 

citotoxicidad siempre fue mayor (p< 0.001) en aquellos gmpos donde se adicionaron las 

c6lulas esplknicas a las cklulas renales infectadas con 10s esporozoitos de E. tenella. 

Esto se observo tanto en el gmpo de  aves inmunes como en el de no inmunes; por 

otro lado, se detect6 un mayor porcentaje de citotoxicidad en 10s gmpos de aves no 

inmunes en comparaci6n con 10s gmpos de aves inmunes; encontrandose tanto en 10s 

cultivos infectados como en aquCIlos sin infectar. 

ORIGEN DE LOS CULTIVOS DE CELULAS DE RINONA 

LINFOCITOS ESPL~NICOS INFECTADOSB NO INFECTADOSB 

AVES INMUNESC 51.1 ( f  12.2)" 48.78 ( f  9.0)' 

A Datos expresados en porcentaje k desviaci6n estindar. 
Los valores dentro de la misma columna seguidos por diferente literal son estadisticamente 

diferentes, p < 0.001 (Tukey). 
Los valores dentro de la misma fila seguidos por diferente literal son estadisticamente diferentes, 

p < 0.001 (Tukey). 



A pesar del uso de anticoccidianos, la coccidiosis continua siendo el principal 

problema parasitario en la industria avicola por lo que las investigaciones se han orientado 

a la blisqueda de nuevas estrategias para su control. En el campo de la inmunologia, 

encontrar el o 10s puntos clave que desencadenen la respuesta inmune y controle la 

infection antes que el parasito cause dafio, ha sido el objetivo de multiples investigaciones. 

Estas se han dirigido a conocer 10s mecanismos de la respuesta inmune celular, ya que 

juega uno de 10s papeles mas importantes en la proteccion de un individuo contra patogenos 

intracelulares (Schat, 1994). 

En el presente trabajo se encontro evidencia de la destruction de celulas infectadas 

con esporozoitos por la acci6n de celulas esplhicas. Esta accion citotoxica por parte de 10s 

esplenocitos contra celulas infectadas, ha sido documentada en investigaciones realizadas 

con Toxoplasma gondii en modelos con ratones. En estas investigaciones se reporta que la 

actividad citot6xica se realiza por linfocitos T CD8' y linfocitos NK principalmente 

(Hauser y Tsai, 1986; Hakim et a1 1991; Subuaste, Koniaris y Remington, 1991). 

Con el modelo de evaluaci6n de citotoxicidad que se utilizo en la presente 

investigation, se encontr6 que tanto en las aves inmunes como en las no inmunes hub0 una 

cantidad mayor de la enzima lactato deshidrogenasa presente en 10s sobrenadantes donde 

estaban 10s esplenocitos con las celulas infectadas. En el caso de las aves inmunes, esto 

puede sugerir que existe un efecto citotoxico ejercido posiblemente por linfocitos T 

citotoxicos especificos, mientras que en 10s gmpos de aves no inmunes es probable que la 

accion citotoxica fuera provocada por linfocitos NK o a l g k a  otra poblacion celular que 

tenga la capacidad de lisar las celulas infectadas. 

Los mecanismos involucrados en la citotoxicidad mediada por celulas han sido 

revisados por Kagi et a/ (1995), quien menciona que hay dos clases de ctlulas que son 

capaces de ejercer un efecto citotbxico que depende del contact0 entre celulas. Estas celulas 

son 10s linfocitos T citotbxicos y NK; en el caso de 10s primeros, achian especificamente 



sobre celulas blanco que presentan peptidos antigenicos que han sido procesados y que se 

expresan en la superficie celular con las moleculas del complejo principal de 

histocornpatibilidad clase I (MHC I por sus siglas en ingles). En cuanto a 10s linfocitos NK, 

estos ejercen su efecto citotbxico sobre una variedad de celulas blanco sin tener la 

restriccibn de reconocer las moliculas del complejo principal de histocompatibilidad 

(MHC). 

En el caso de las aves todavia no estin bien comprendidos con detalle 10s 

mecanismos involucrados en la resistencia y protection contra muchos agentes que causan 

enfermedad. Se sabe que la inmunidad mediada por celulas juega un papel importante en el 

control de las principales enfermedades de las aves como la salmonelosis, enfermedad de 

Marek, coccidiosis y leucocitozoonosis (Lillehoj, 1991). 

Se asume que ciertas poblaciones celulares que intervienen en la respuesta inmune 

mediada por celulas, como son 10s linfocitos T citotbxicos y NK tienen el mismo 

comportamiento en las aves y en 10s mamiferos. En las infecciones virales, la respuesta 

inmune mediada por cklulas es importante ya que se han observado diferentes mecanismos 

celulares en una respuesta antigeno-especifica que resulta como consecuencia de la 

infeccion natural o vacunacion. Una de las poblaciones involucradas son linfocitos T 

citotbxicos y aquellas celulas que participan en la citotoxicidad celular mediada por 

anticuerpos (ADCC por sus siglas en ingles) (Schat, 1991, 1994). 

Los linfocitos NK, asi como 10s macrofagos, forman una parte importante de la 

defensa natural o resistencia contra infecciones y celulas tumorales en individuos no 

inmunes. El papel de 10s linfocitos NK en la resistencia es importante porque juegan una 

parte activa en la primera linea de defensa del huesped. Estos se han observado en la 

proximidad del intestino donde su actividad y numero se incrementan despues de una 

infeccion primaria ylo secundaria por Eimeria sp (Lillehoj 1991). 

En lo que se refiere a este trabajo, 10s resultados obtenidos sugieren que las 

poblaciones celulares antes mencionadas e s t h  involucradas de una manera conjunta, ya 

que se pudo observar un efecto citotbxico tanto en el gmpo de aves inmunes asi como en el 

de aves no inmunes. Por esta razon se revisaron algunos aspectos de las diferentes 



poblaciones que ejercieron un posible efecto sobre aquellas celulas infectadas con el 

parasite. 

Considerando que con la metodologia empleada en este trabajo no se puede 

purificar al 100% una poblaci6n celular, 10s resultados obtenidos se deben al efecto en 

conjunto de las diferentes cblulas obtenidas por centrifugation con ficoll-hipaque. Sin 

embargo, fue evidente el efecto citot6xico por parte de estas celulas sobre aquellas que 

estaban infectadas y 10s posibles mecanismos a traves de 10s cuales pudieron ser lisadas 

estas cClulas se explican a continuacion: 

Los linfocitos T son celulas linfoides que se diferencian en el timo y durante su 

maduracion dentro de este, inician la expresion del receptor de adherencia a antigenos sobre 

su membrana llamado receptor de celula T (TCR por sus siglas en ingles). Despues salen 

del timo y migran hacia varios tejidos linfoides que incluyen el bazo, tonsilas cecales, tejido 

linfoide asociado a mucosas en el intestino y tracto respiratorio (Lillehoj 1991; Kuby, 

1997). 

Muchos aspectos en el desarrollo de 10s linfocitos T en las aves son similares a 10s 

que suceden en mamiferos y 10s receptores de estas celulas asi como algunas moleculas 

accesorias que se han descrito estan presentes en las celulas inmunes de las aves (Chen et 

al, 1994; Vainio e Imhof, 1995). 

La disponibilidad de anticuerpos monoclonales (AcM) especificos para 10s 

antigenos de superficie celular de 10s linfocitos de las aves, ha permitido incrementar el 

conocimiento de la expresi6n y funci6n de estos antigenos en estados normales y de 

enfermedad en el ave (Lillehoj, 1991). Se han identificado en 10s linfocitos T de las aves las 

siguientes molCculas de superficie: CD3, CD4 y CD8. La mayoria de 10s linfocitos T 

expresan el complejo molecular CD3 que se sabe esta asociado de manera no covalente con 

10s receptores del linfocito T. Estos receptores al igual que en 10s mamiferos se expresan en 

las aves como receptores gamma-delta (TCR 1) y alfa-beta (TCR2) (Bucy el al, 1998; 

Lillehoj, 1991; Arstila, Vainio y Lassila 1994; Schat, 1994; Vainio e Imhof, 1995). 

Aproximadamente el 85 % de 10s linfocitos T que se encuentran en la sangre en un 

ave adulta, expresan el marcador CD3, de 10s cuales el 16% son positives al marcador 



TCRl (gamma-delta). La mayoria de estas celulas TCRl se encuentran en 10s vasos 

sinusoides del bazo, asi como en el epitelio del intestino de las aves y son CD8'. Por otro 

lado las celulas TCR2 (alfa-beta), expresan 10s marcadores CD4' y se encuentran en la 

cubierta periartereolar dcl bazo y en la lamina propria del intestino (Bucy el al, 1998; 

Lillehoj, 1991) 

Estos linfocitos T tienen la capacidad de destmir celulas infectadas por patogenos 

intracelulares a traves de su actividad citotoxica sobre celulas que han sido invadidas por un 

virus, bacteria o parasito intracelular. Las funciones efectoras por las cuales 10s linfocitos T 

CD8+ intervienen en' la respuesta inmune se pueden clasificar en tres partes, la primera de 

ellas es la secrecion de IFNy, ya que se sabe es el principal activador de 10s mecanismos de 

defensa de las celulas huQped en 10s ratones (Kagi el a1 1995; Kuby 1997; Stenger y 

Modlin, 1998). 

La segunda funcion es la lisis de las celulas blanco que resulta en la liberation del 

patogeno en el ambiente extracelular. Ahi es susceptible a ser destruido por la acci6n de 

macrofagos activados, o bien se reporta que 10s linfocitos T CD8+ podrian directamente 

reconocer y matar 10s microorganismos presentes en el ambiente extracelular (Stenger y 

Modlin, 1998). 

Una tercera funcion efectora es la lisis de la celula blanco por estos linfocitos T que 

como consecuencia mataria al patogeno intracelular o afectaria su viabilidad (Stenger y 

Modlin, 1998). Yamashita el a1 (1998) reportan que en el caso de Toxoplasma gondii se 

observ6 que la lisis de las celulas infectadas por 10s linfocitos T citotoxicos no mata al 

parasito. Sin embargo, las celulas al ser lisadas liberan al taquizoito en el espacio 

extracelular donde posiblemente es susceptible a ser destmido por moleculas o celulas 

efectoras como anticuerpos, complemento, Iinfocitos NK y macrofagos. 

Los mecanismos a traves de 10s cuales 10s linfocitos T citotoxicos ejercen su efecto 

sobre las ctlulas blanco son 10s siguientes: La via de secrecion de proteinas liticas que se 

polimerizan en la membrana de la celula blanco y forman un poro, por el cual pasad el 

contenido que se secreta de 10s ganulos del linfocito (granzimas) y ocasiona apoptosis 

celular (Kagi et a1 1995; Kuby 1997; Stenger y hilodlin, 1998). 



En la segunda via no intervienen proteinas de secrecion ya que esta involucra 

receptores de membrana conocidos como Fas (Fas ligand) que estan presentes en algunos 

linfocitos T citot6xicos activados por antigenos y receptores conocidos como "receptores de 

muerte celular" (Fas) sobre la celula blanco. Al hacer contacto las membranas celulares y 

reconocer 10s receptores, se inicia una cascada de eventos dentro de la celula blanco que 

resultan en apoptosis (Kagi el al 1995; Kuby 1997; Stenger y Modlin, 1998). 

Los linfocitos NK son celulas parecidas a linfocitos que no expresan receptores de 

uni6n a antigenos en su membrana celular, pero presentan grhulos en su citoplasma y 

tienen la capacidad de lisar celulas tumorales o infectadas. Se sabe que este tipo de cilulas 

tiene un papel integral en el control de 10s parasites protozoarios ya que promueve la 

inmunidad mediada por celulas (Kuby, 1997; Scharton-Kersten y Sher, 1997). 

Actualmente 10s linfocitos NK son reconocidos como una de las principales cilulas 

efectoras en la resistencia a 10s parbitos protozoarios. Los mecanismos por 10s cuales estas 

cClulas controlan el desarrollo de estos pat6genos involucran la produccion de citocinas asi 

como una actividad citolitica similar a la que utilizan 10s linfocitos T citot6xicos (Scharton- 

Kersten y Sher, 1997). 

Los linfocitos NK producen una importante cantidad de IFNy y factor de necrosis 

tumoral-alfa (TNFa), dos citocinas importantes para la activacion de otras celulas como 10s 

macrofagos, que tienen la capacidad de eliminar microorganismos tanto intracelulares como 

extracelulares (Kuby, 1997; Scharton-Kersten y Sher, 1997). 

Los resultados que se observaron en 10s grupos de aves inmunes sugieren que hub0 

un efecto de adici6n en la citotoxicidad por parte de las diferentes poblaciones de cClulas. 

Posiblemente al provenir de aves que estuvieron en contacto con el parasito, y a1 ser 

estimuladas in vitro con el mismo antigeno, la producci6n de citocinas u otros factores 

solubles haya estimulado celulas que ejercieron su efecto citot6xico sobre aqukllas que 

fueran diferentes en su MHC. 

En cuanto al grupo de aves no inmunes, posiblemente el efecto citot6xico se debi6 a 

aquellas cClulas encargadas de la resistencia contra aquellos microorganismos intracelulares 

como lo es la coccidia. Es importante que para futuros trabajos donde se e v a l ~ e  la 



citotoxicidad rnediada por celulas se cuente con la herrarnienta necesaria para poder 

purificar cada una de las poblaciones celulares y medir su efecto individual en la respuesta 

a la infeccion. 

Conocer el papel exacto con el que interviene cada una de las partes involucradas en 

la respuesta inmune mediada por celulas puede dar la pauta para el desarrollo de nuevas 

estrategias, ya que la estirnulacion de 10s linfocitos T CD8+ puede tener un papel 

determinante en el control de Eimeria. Asirnismo la identificacion de antigenos presentes 

en la coccida ayudara a encontrar la clave para estirnular las poblaciones celulares que se 

encargan del control del parhito en el ave. 



CONCLUSIONES 

Con base en 10s resultados que se obtuvieron en la presente investigacion se puede 

concluir que: 

Las cClulas infectadas por 10s esporozoitos de E. lenella son destmidas en mayor 

cantidad por cClulas del sistema inmune. 

El papel que tiene la resistencia innata a la infeccion por coccidia en aves puede 

estar dada por linfocitos NK y debe ser considerada para futuras investigaciones. 

La evaluacion de la citotoxicidad es evidente y mhs sencilla utilizando una pmeba 

colorimCtrica como la empleada en este trabajo. 
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