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RESUMEN.

La demanda de los consumidores por carne de pollo libre de antibiéticos implica cambiar
la forma en que se controlan algunas enfermedades, especialmente la coccidiosis que es
inevitable en las condiciones de crianza moderna de las aves. El sistema inmune del
intestino esta capacitado para controlar la infeccién por coccidias, sin embargo, esto no
ocurre con la velocidad que los procesos modernos de crianza requieren. El uso de
productos fermentados con levaduras (PFL) ha mostrado ser util en reducir los dafios
provocados por la coccidiosis temprana, sin embargo, el mecanismo de accion de estos

productos no ha sido descrito completamente.

El sistema inmune innato en las aves produce diferentes moléculas de la fase de choque
entre ellas las Lectinas Ligadoras de Mananos (LLM). Estas tienen la capacidad de ligarse
a estructuras complejas de Manosa en la membrana de diferentes microorganismos,
incluidas las coccidias. Las LLM son capaces de activar la cadena de fijacion de

complemento y de aumentar el indice de fagocitosis por las células inmunes.

En esta tesis se estudié la relacién entre el consumo de PFL aplicados en el alimento de
pollos de engorda y la produccién de LLM, en condiciones libres de coccidiosis y en una
infeccién forzada por el uso de una vacuna oral para coccidiosis. Se desarrollaron dos

experimentos para probar las hipotesis.

Ho. La suplementacién con productos de levaduras en pollos de engorda, no
producira una respuesta aguda en la produccion de LLM en aves no infectadas por

coccidia

H1: La suplementacion con productos de levaduras en pollos de engorda, producira

una respuesta aguda en la produccién de LLM en aves no infectadas por coccidia.

H.: La suplementacién con productos de levaduras en pollos de engorda, ademas de
incrementar la produccién de IgA y aumentara los niveles séricos de LLM en aves

infectadas por coccidia.



Experimento 1:

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las concentraciones séricas de la Lectina
Ligadora de Mananos (LLM) en diferentes edades de pollos de engorda alimentados con
cantidades crecientes de un producto Fermentado por Levaduras (PFL) y que
adicionalmente fueron vacunados contra la Enfermedad de Newcastle (ENC). Ochenta
pollitos mixtos Ross B308 fueron enjaulados individualmente. Grupos de 20 aves tomada
al azar fueron asignadas a diferentes niveles de PFL (0, 400, 800, 1600 ppm en el
alimento). Las aves tuvieron acceso libre al alimento. Las concentraciones de LLM fueron
determinados a 17,21,28,35. A los 21 dias, todas las aves fueron vacunadas con ENC
(ocular) y los titulos de anticuerpos (Ac) contra ENC se determinaron a los 35 dias de edad.
Los datos de LLM se evaluaron con un proceso MIXTO; ANOVA fue utilizada para los Ac
y los otros datos de desempefio productivo; también se corrieron modelos de regresion. La
concentracion de LLM mostré un patron cuadratico (p<0.05) durante los diferentes dias de
muestreo con una tendencia decreciente hacia el dia 35. La vacunacion contra ENC no
tuvo ningun efecto en la concentracion de LLM. Los titulos de anticuerpos mostraron un
patrén cubico (p<0.05) teniendo el minimo de los titulos al nivel mas alto de PFL. En
conclusion, la concentracion de LLM decrece con el tiempo, alcanzando el valor minimo a
los 35 dias, pero el consumo de PFL no afecto la concentracion de LLM durante el
experimento, pero si se asocié con la disminucion de titulos de Ac contra ENC a los 35 dias

de edad. La vacunacion contra ENC no afecto los niveles de LLM a los 35 dias
Experimento 2

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las concentraciones de LLM sérica y otros
indicadores de la actividad inmune en el intestino de aves alimentadas con PFL y con una

infeccion por via de una vacunacion de coccidias.

Se usaron ciento veinte pollitos machos Ross B308 de 1 dia de edad que fueron alojados
en jaulas en bateria. Se formaron dos grupos de 60 repeticiones cada uno entre el dia 1y
21 de edad (Fase 1) y se asignaron aleatoriamente a dos tratamientos: 1) Grupo testigo:
Sin inclusién de PFL entre 1-20 dias (PFL-) y 2) Grupo experimental: con inclusion de PFL
(800 g/ton) entre 1-20 dias (PFL+). Se us6 un producto anticoccidial en el alimento ofrecido

de 1-21 dias. Al dia 21 se subdividieron las aves de cada grupo para formar cuatro
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subgrupos con 30 repeticiones cada uno. Un subgrupo recibié una vacunacion con

Coccidia y el otro recibié solo agua destilada y se mantuvieron hasta los 28 dias de edad.

La concentracion de LLM en suero a los 21 dias de edad no mostré diferencias entre
tratamientos. La concentracion de IgA en el liquido obtenido del duodeno fue mayor (P <

0.10) en los pollos PFL+, representando un incremento de 38% respecto al grupo PFL.

En los pollos que no fueron vacunados no se encontraron ocistos a los 28 dias de edad,
en cambio, los pollos que recibieron el reto por vacuna de coccidia, mostraron una
excrecion positiva de ocistos, siendo mayor para el grupo PFL-Vac+ comparado con el
grupo PFL+Vac+ (Interaccion PFL y Vac, P < 0.05).

En la concentracion de LLM en suero a los 28 dias de edad se observo efecto de la
interacciéon PFL y Vac (P < 0.05). En los pollos PFL-Vac- se observé menor concentracion
de LLM que en los pollos PFL+Vac- lo que podria sugerir que a falta de un desafio con
coccidia, la adicion de PFL resulté con una menor actividad pro inflamatoria, lo que causo
la menor concentracion de LLM. Mientras que los pollos PFL-Vac+ tuvieron menor
concentracién de LLM comparados con los pollos PFL+Vac+, lo cual podria indicar que
ante un desafio con coccidia, la presencia de PFL en el alimento promovié una mayor

respuesta pro inflamatoria.

En todos los tratamientos, se observd pollos con diferentes genotipos expresado en el
fenotipo BLLM o ALLM. En todos los tratamientos hubo cinco pollos con los fenotipos BLLM
mientras que se tuvo entre 17-23 pollos en los fenotipos ALLM. Esto es que entre el 22-
30% de las aves por cada grupo fueron del genotipo BLLM y de 70-78% fueron ALLM. No

se encontraron aves negativas o que no produjeran LLM.

Dentro de los pollos ALLM se observo dos patrones divergentes en las concentraciones de
LLM al dia 28 respecto a las concentraciones de LLM al dia 21. Un grupo de pollos mostré
una tendencia a tener menores concentraciones de LLM (entre 21 y 24%), los cuales se
clasificaron como no reactivos (ALLMnre), mientras que otro grupo mostré una tendencia
a tener mayores concentraciones de LLM (entre 11 y 29%), los que se clasificaron como

reactivos (ALLMre), respecto a las concentraciones del dia 21.



La concentracion de LLM al dia 28 fue afectada (P < 0.05) por la interaccién entre PFL,

Vac y el genotipo.

Las diferencias entre los tratamientos ALLM no son perceptibles si se toman en conjunto
los datos de los tratamientos, sin hacer la diferencia entre las tendencias de las LLM entre
el dia 21 y el 28 del experimento. Esto implicaria la existencia de diferencias no solo
basadas en el fenotipo ALLM o BLLM, sino un fenotipo secundario en las aves ALLM, que
no habia sido descrito en la literatura previa y que tiene una influencia importante en el
desempefio de las aves, tanto en condiciones sanitarias 6ptimas o cuando son retadas por

un agente infeccioso.

El consumo de PFL se relaciond con una mayor produccién de IgA en el intestino de las
aves antes del reto por coccidias, pero no después del mismo. También se encontré una
relacion significativa con la reduccién de la excrecién de ocistos por gramo de heces.
Dichos efectos se reflejaron numéricamente en cambios positivos de las variables

zootécnicas de ganancia de peso y consumo de alimento en la fase post infeccion.

Adicionalmente dicha reaccion es modificada por la presencia de los PFL que al tener una
accién sobre el sistema inmune innato y de memoria (basada en la respuesta IgA
encontrada), modifican las condiciones en que se realiza la respuesta inflamatoria del
intestino en las aves sanas clinicamente y las retadas por un agente infeccioso como las
coccidias.

El estudio mas detallado de la respuesta inmune innata mediada por las LLM en los pollos
de engorda constituye una oportunidad de realizar una mejor seleccién genética de las
aves para aumentar su resistencia a las enfermedades, previendo un menor uso de

antibiéticos en las crianzas en los préoximos afos.

Palabras clave: Pollo engorda, lectinas ligadoras de mananos, inmunidad innata, IgA,

Coccidia.



ABSTRACT.

Consumers demand for chicken meat free of antibiotics involves a change in the way
some diseases are controlled, especially in the case of coccidiosis, which is inevitable
under modern rearing conditions in birds. The immune system in the intestine is trained to
control infections by coccidia; however, this does not happen with the promptness
required by modern rearing processes. The use of yeast fermented products (YFP) has
proved to be useful in reducing hazard caused by an early coccidiosis, nonetheless the

action mechanisms of these products have not been fully described.

The innate immune system of birds, produces different molecules from the contact stage,
such as the Mannan-Binding-Lectins (MBL). These have the capacity to bind to complex
mannose structures in the membrane of different microorganisms, including coccidia. The
MBL are capable of activating the complement and increasing the phagocytosis index by

the immune cells.

The present thesis studied the relation between Yeast Fermented Products (YFP) added
to broiler feed and the production of MBL, in conditions free of coccidia and in a forced
infection using an oral vaccine against coccidia. Both experiments were developed to

prove the following hypothesis.

Ho. Supplementation of yeast fermented products in broiler feed, will not result in an

acute response in production of MBL in birds not infected with coccidia.

H1: Supplementation of yeast fermented products in broiler feed, will result in an acute

response in production of MBL in birds not infected with coccidia.

H.: Supplementation of yeast fermented products in broiler feed, aside from
increasing IgA production, will increase serum levels of MBL in birds infected with

coccidia.



Experiment 1:

The objective of the following research was to evaluate serum concentrations of MBL at
different ages in broilers fed increasing amounts of a Yeast Fermented Product (YFP) and
were additionally vaccinated against Newcastle Disease (ND). Eighty mixed Ross B308
chickens were allotted to individual cages. Groups of 20 birds each, were randomly
assigned to different Yeast Fermented Product levels (0, 400, 800, 1,600 ppm in the
feed). Birds had free access to feed. Concentrations of MBL were determined at 17, 21,
28 and 35 days. At day 21, all birds were vaccinated against Newcastle Disease (ND) in
the eye, and antibody titers against ND were determined at 35 days of age. Data on the
MBL were evaluated by means of a MIXED process; ANOVA was used for the antibodies
and the productive performance data; regression models were also performed.
Concentration of Mannan-Binding-Lectins showed a quadratic pattern (p<0.05) along the
different sampling days with a diminishing trend towards day 35. Vaccination against
Newcastle Disease had no effect in the concentration of MBL. Antibody titers had a cubic
pattern (p<0.05) with the lowest titers at the highest level of Yeast Fermented Product. In
summary, the concentration of Mannan-Binding-Lectins decreases with time, reaching its
lowest value at 35 days, but consumption of Yeast Fermented Products did not affect the
concentration of MBL, but it was associated with the decrease in antibody titers against
Newcastle Disease at 35 days of age. Vaccination against Newcastle Disease did not

affect levels of MBL at 35 days of age.

Experiment 2

The objective of this research was to evaluate serum concentrations of MBL and other
indicators of immune activity in the intestine of birds fed with Yeast Fermented Products
and infected with a coccidia vaccine.

One hundred and twenty, one-day-old, male Ross B308 chicks were allotted to battery
cages. Two groups of 60 repetitions each between day 1 and 21 of age (phase 1), were
randomly assigned to two treatments: 1) Control group: Without Yeast Fermented
Products from day 1-20 (YFP-) and 2) Experimental Group: With Yeast Fermented
Products (800 g/ton) between days 1-20 (YFP+). An anti-coccidial product was added to
the feed between days 1-21. At day 21 the birds in each group were divided to form four

sub-groups of 30 reps each. A sub-group was vaccinated with coccidia and the other one



was only given distilled water and birds were kept until 28 days of age. Serum
concentrations of Mannan-Binding-Lectins at 21 days of age did not show differences
among treatments. IgA concentrations in the liquid from the duodenum was higher
(p<0.10) in YFP+ chicks, which means an increase of 38% compared to YFP. In chicks
that were not vaccinated, no oocysts were found at 28 days of age, whereas in broilers
challenged with coccidia vaccine, they showed a positive excretion of oocysts, being
higher for the YFP-Vac+ compared to group YFP+Vac+ (interaction YFP and Vac,
P<0.05).

In the concentration of MBL in serum at 28 days, an interaction of YFP and Vac (P<0.05)
was observed. In chicks YFP-Vac- a low concentration of MBL was found, which may
suggest that in absence of a challenge with coccidia, the addition of YFP resulted in a
reduced pro-inflammatory activity, with a consequent lower concentration of MBL. While
YFP-Vac+ chicks had lower MBL concentrations compared to YFP+Vac+ chicks, which
may indicate that when challenged with coccidia, the presence of YFP in the feed
promotes a higher pro-inflammatory response.

Chicks with different genotypes expressed in phenotypes as Low-MBL (LMBL) and High-
MBL (HMBL) were observed in all treatments. All treatments had chicks with phenotypes
LMBL.This translates in a range of 22-30% of the birds per group belonged to the LMBL
genotype and 70-78% were HMBL. No negative chicks or birds that would not produce
Mannan-Binding-Lectins were found.

Two divergent patterns in MBL concentrations were found among the HMBL chicks at day
28 compared to MBL at day 21. A group of chicks had a trend to have lower
concentrations of MBL (between 21 and 24%), which were classified as non-reactive
(HMBLnre), while the other group showed a trend to have higher concentrations of MBL
(between 11 and 29%), which were classified as reactive (HMBLre) compared to
concentrations of day 21.

The concentration of MBL at day 28 was affected (P<0.05) by the interaction between
Yeast Fermented Products, Vac and genotype.

Differences among treatments HMBL are not perceivable if data from treatments are
considered as a whole without pointing out the difference between the trend of MBL at day

21 and at day 28 of the experiment.
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This would involve the existence of differences based not only on the phenotype HMBL or
LMBL but also to a secondary phenotype in the HMBL (nre or re ) birds that has not
previously been described in the literature, and that has an important influence in the
bird"s performance both in optimal health conditions or when drawn back as a result of an
infectious agent.

Consumption of YFP was related to a higher production of IgA in the intestine of birds
previous to the challenge with coccidia, but not after it. A significant relation was found with
the reduction in the excretion of oocysts per gram of feces. Such effects are numerically
reflected in positive changes in performance variables, such as weight gain and feed
consumption in the post-infection stage.

Additionally, such reaction is modified by the presence of YFP that by acting on the innate
immune system as well as on the memory (based on the IgA response), they modify the
conditions in which the inflammatory response takes place in the intestine of both clinically
healthy birds and the ones drawn back as a result of and infectious agent such as coccidia.
The most detailed study of the innate immune response mediated by the MBL in broilers
comprises an opportunity of performing a better genetic selection in birds to enhance their
resilience against disease, preventing the use of antibiotics at rearing in the following

years.

Key words: broilers, Mannan-Binding-Lectins, innate immunity, IgA, Coccidia.
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de Mananos.
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CAPITULO | INTRODUCCION
1.1 Marco tedrico

En las tres ultimas décadas, la poblacion mundial aumenté 70 por ciento, mientras que el
consumo de alimentos per capita crecio casi un 20 por ciento. Los productos carnicos y

lacteos formaran una parte cada vez mas importante de la dieta humana y la avicultura
sera la que se extienda con mayor rapidez. En los paises en desarrollo se ha dado un
crecimiento espectacular de la demanda de carne con un indice anual de crecimiento de
5,5 por ciento. El sector de las aves de corral ha experimentado un crecimiento de hasta el
28 por ciento en los ultimos tres decenios. La produccion de carne de pollo de engorda, es

la que tiene un aumento superior al de otras como la de bovino o cerdo. (DES-FAOQ, 2015)

El crecimiento de la demanda de carne de pollo esta basado principalmente en su relacién
precio al publico-carne, que es mas barata en relacion a otras fuentes, como la de bovino,
cerdo e incluso en algunas regiones, que el pescado. Adicionalmente, se percibe que la
carne de pollo es la que aporta mejor calidad de nutrientes, especialmente una menor grasa

por unidad consumida. (Carvajal, 2001)

Para lograr la sustentabilidad de esta produccién de carne de pollo, el factor mas
importante ha sido la seleccién genética, que desde los ainos 50’s ofrece mejores lineas de
aves para ser criadas en las diferentes granjas a lo largo del mundo. La seleccion ha llevado
al pollo de engorda actual en promedio a llegar a los 2.5 kg de peso en menos de 49 dias

y con conversiones de alimento menores a 1.85 kg (Zuidhof et al. 2014)

Esta gran capacidad productiva del ave implica por lo tanto que para obtenerla es necesario
la optimizacion de las instalaciones (aislamiento, recambio de aire, disponibilidad de
espacio de alimentacion y agua, controles de temperatura y luz), asi como de la nutricion

de las aves.

La nutricién aviar es la especializacién donde se tienen los mayores avances para estimar
el aporte adecuado de nutrientes para cada fase de desarrollo del pollo de engorda. Las

dietas modernas ajustan lo mas detalladamente posible la energia-proteina y otros



nutrientes necesarios para sostener y maximizar el potencial genético de crecimiento de

las aves.

La dieta por si misma no es el Unico factor que concurre en el intestino del ave para la
utilizacion de los nutrientes. El intestino es un sistema con una relacion ecolégica muy
particular entre: 1) el alimento que recibe el ave, 2) los elementos del sistema que se utilizan
para lograr la digestién y absorcion, 3) la micro flora que se desarrolla en el lumen del
mismo y 4) El sistema inmune que debe equilibrar a la micro flora, permitiendo el desarrollo

sano del ave. (Collet et al.2012)

Para lograr mantener este equilibrio en el pollo de engorda, se requiere de un proceso
dinamico y complejo, especialmente porque la presencia enzodtica de algunos
microorganismos inevitables en las condiciones de las granjas donde se lleva la produccion
de las aves, como los del género coccidiae. La aparicion de la infeccion y desarrollo de la
enfermedad por coccidias, es el factor mas importante de control que se necesita para
lograr la maximizacion de la produccion de carne por metro cuadrado en las granjas. Al
afno se invierten miles de millones de délares en su control y tratamiento, ya sea por via de
programas preventivos o por aquellos tratamientos curativos implicados con el alimento.
(The poultry site, 2013)

Los consumidores presionan no solo con tener una carne de alta calidad y a buen precio,
sino también libre en lo posible de antibidticos. Los programas de control de coccidias,
indispensables para la produccion en casetas de pollos, tienen el mayor reto para conseguir
opciones alternativas al uso de drogas anticoccidiales, como se ha venido realizando por

los ultimos 60 anos en que la avicultura pudo florecer gracias a ellas.

Es necesario entonces entender a profundidad el mecanismo por el cual las coccidias se
desarrollan en el organismo y a través de que otras acciones es posible darle al ave
condiciones para que pueda oponerse de forma inmunoldgica a la infeccién. En
condiciones normales, (correcta alimentacion y sin la presencia de enfermedades
inmunodepresoras), las aves lograran desarrollar una inmunidad operante contra las
coccidias aproximadamente entre las semanas 6-8 de vida. Para las condiciones actuales

de la crianza del pollo de engorda este es un tiempo inaceptable, porque seria regresar



varios anos en el potencial genético logrado, aunque este se apoye en el uso de drogas
anticoccidiales.

De esta manera, surgen las preguntas de si es posible lograr que las aves tengan una
reaccion inmune diferente y en menor plazo a la presencia de coccidias en el intestino y
hasta donde puede ser aplicado en las granjas de produccion sin que sea, al final, un

problema de costos.
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CAPITULO Il SISTEMA INMUNE DEL INTESTINO DE LAS AVES
2.1 Descripcion general

El sistema inmune en las mucosas de las aves puede dividirse en dos compartimientos:
Tejido Linfoide Asociado a Via Respiratoria (TLAR) y Tejido Linfoide Asociado al Intestino
(TLAI), que en conjunto representan la mayor superficie de epitelios mono celulares
expuestos al medio ambiente (Davison et al., 2008; Gill, 2010). Esta asociacién de tejidos
es funcional y celularmente distinta de otros tejidos linfoides distribuidos en el organismo
(Davison et al, 2008, Bar-Shira et al., 2005). Especificamente el TLAI no solo tiene la
funcion de reconocer la micro flora del intestino y discriminar su posible patogenicidad, sino
también participa en la inactivacion de moléculas potencialmente dafiinas que vienen en

los propios alimentos que el ave consume (Ramiro-Puig et al., 2008).

La mucosa o epitelio del intestino de las aves esta recubierto por una sola capa de células
columnares conocidas como enterocitos. Entre los enterocitos se encuentran
entremezcladas diferentes tipos celulares: células caliciformes, células entero enddcrinas,
células de Panneth y linfocitos intrepiteliales (LIE). Estan unidas entre si por medio de
ligaduras fuertes (Davison et al., 2008) que son enlaces moleculares entre las células que
permiten forman una verdadera barrera fisica entre la luz del intestino y el interior del

organismo.

Adosado a la parte distal de los enterocitos, se encuentra el moco (producido por las células
caliciformes), que presenta diferente densidad de acuerdo a la proximidad del epitelio. La
calidad molecular del moco también puede variar con la edad de las aves y con el sitio
funcional en el intestino. Las propiedades fisico-quimicas del moco también se alteran por

efecto de la presencia de la micro flora (Forder et al., 2007).

Dentro de este moco se desarrolla una serie de microorganismos que inevitablemente
forman parte de la microbiota que vive en el intestino del ave desde el momento de la
eclosion. Esta microbiota interactua todo el tiempo con el ave alterando los procesos
digestivos, de absorcion, la propia motilidad y la activacion del sistema inmune (Deplancke
and Gaskins, 2001). Es decir que no se puede hablar del intestino sin tomar en cuenta la

respuesta propia de la microbiota y su relacion con el TLAI (Forder et al., 2007).
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El TLAI tiene por objetivo proteger a los enterocitos, y por lo tanto, a la estructura del
intestino de los posibles patégenos o moléculas potencialmente dafinas (Bar-Shira et al.,
2005). Aunque este proceso tiene como funcidon mantener la vida del ave, la respuesta
inflamatoria resultante, también ejerce efectos negativos sobre las propias células del
intestino, de manera que, en condiciones de un sistema de produccién de carne, la
activacion inmune implicara pérdida del crecimiento y aumento en los costos de produccion
por costos extras debidos al mayor volumen de alimento necesario para lograr una
esperanza de desarrollo comercial. Por estas razones, es importante entender cémo se
desarrolla la respuesta del TLAI en funcién de los estimulos de la microbiota, para lograr

un manejo que permita obtener el mayor beneficio de los animales.

Asi como el sistema digestivo de las aves esta divido en compartimientos o estructuras
funcionales para permitir la mejor digestion, de la misma forma, el TLAI es diferente de
acuerdo a las secciones del intestino. En general, la estructura del intestino (posterior al
proventriculo y la molleja) estd compuesta de vellosidades recubiertas de enterocitos,
dentro de las cuales hay un vaso sanguineo, terminaciones nerviosas y células del TLAI,
que ejercen sus funciones directamente en la zona, ya sea en la lamina propia, o incluso
entremezclandose entre los enterocitos (linfocitos intraepiteliales). Adicionalmente, existen
acumulos linfoides que se comunican a la luz intestinal por células con amplia capacidad
de fagocitosis, conocidas como células M (CM). El tejido linfoide asociado a la CM en su

conjunto se conoce como Placa de Peyer (PP).

Las PP estan distribuidas por el intestino siendo mas frecuentes en la seccién proximal.
Estos acumulos linfoides no presentan una organizacion tisular como en otros tejidos
linfoides, (con corteza y médula), y se caracterizan por contener varios tipos de células,
entre las cuales se reconocen a los macréfagos (Macs), células dendriticas (CDs), células
plasmaticas en diferentes estadios de desarrollo (B+), linfocitos apoyadores de tipo Th1,
Th2, Th17, Treg, y algunas bacterias que se encuentran asociadas también a este tejido.
La funcién de las PP es la de reconocer antigenos, hacer presentacion de los mismos a las
células efectoras y coordinar la propagacion de las células linfoides hacia las vellosidades,
de manera que puedan convertirse en efectoras inmunes in situ a nivel de estas estructuras
(Davison et al, 2008 ).



En las aves no existen nddulos linfaticos distribuidos en el intestino como sucede en los
mamiferos. Solo se encuentran algunas estructuras que tienen esa clasificacion: diverticulo
de Meckel (aproximadamente en la parte media del intestino), tonsilas cecales (en la
interseccién de ciegos e intestino), bolsa de Fabricio (sobre la cloaca) (Ramiro-Puig et al.,
2008). De estos, la bolsa de Fabricio es sin duda un 6rgano que tiene una especial
importancia para las aves, dado que es el mayor sitio de produccion de linfocitos B. La
localizacion de este 6rgano al final del tubo digestivo, le permite absorber y procesar una
serie de antigenos para modificar la respuesta inmune del ave en varios érganos. Su
importancia y funcionamiento ha sido tratada en diferentes articulos y tesis, por lo que no

se ampliara la informacion sobre la misma.

La bolsa de Fabricio (Olah et al., 2013) esta poblada en la region medular de CDs (bursal
secretory DCs) delimitando la misma en los foliculos. Estas células (CD45+) se mantienen
en la zona, pero pueden migrar al bazo para asociarse en los foliculos y ser las células

parecidas a macréfagos.

Es muy importante hacer un comentario sobre el proceso digestivo de las aves,
especificamente, sobre la motilidad dado el efecto que esto tiene en la ecologia de la micro
floray la respuesta inmune. Las aves presentan una serie de movimientos peristalticos que
no solo se dirigen antero-posteriormente, sino que también en sentido retrégrado, postero-
anteriormente. Esta propiedad en la motilidad les permite poder aumentar si es necesario
el tiempo de pasaje del alimento en la luz intestinal, lo que asegura una mejor digestién, y
que en algunos casos, como en las aves migratorias, puedan tener tiempos de ayuno mas
prolongados mientras se mantienen en vuelo (Collet, 2012). Esta propiedad permite
también que parte de la micro flora pueda alcanzar otras zonas del intestino, asi como la
recirculaciéon del moco y otros antigenos en el intestino, aumentando la capacidad de

respuesta del sistema inmune (Bar-Sira et al., 2005; Sacranie, 2006; Sacranie et al., 2007).

El consumo de alimento en las primeras 24 h post eclosion determina en gran medida el
desarrollo posterior del TLAI. Un retraso en el consumo (mayor a 24 h) no afecta la fraccion
innata del sistema (medida por la presencia de defensinas), pero afecta sensiblemente la
respuesta adaptativa (produccién de anticuerpos a los antigenos orales), especialmente en
el intestino posterior (pobre desarrollo de la micro flora) y al desarrollo de la bolsa de

Fabricio, con el consecuente problema en proteccion en las siguientes dos semanas
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(Friedman y Bar-Shira 2005). El desarrollo del intestino depende de: la ingesta de alimento,
la capacidad del sistema inmune y las bacterias que pueblan el intestino desde las primeras

fases del desarrollo.

Otro aspecto relevante en el pollo moderno es la diferencia de las lineas genéticas en su
capacidad de respuesta a los antigenos, lo cual tiene un impacto importante en la
resistencia o susceptibilidad a las enfermedades (Cheema et al., 2003; Yonash et al.,
2001). Si bien las principales lineas de pollos de engorda, como Ross y Cobb, son
afectadas por los cambios de nivel de proteina, (bajo peso a finalizacién en las dietas
deficientes), sin cambios importantes en los pesos de 6rganos linfoides, si hay una
variacion muy importante el efecto en la respuesta a los antigenos (Bayyari et al., 1997;
Rao et al., 1999; Cheema et al., 2003). Existen respuestas humorales mas rapidas de
cuatro o siete dias post inoculacién en comparacién con la inoculacion entre 10-15 dias
para ambas lineas; Cobb demuestra mejor respuesta humoral y Ross 308 mejor respuesta
mediada por células (Cheema et al., 2003). Esto tiene implicaciones dependiendo del tipo
de antigeno o microorganismo que se seleccione para un estudio de respuesta intestinal.
De acuerdo al reporte de Sun et al. (2008), la capacidad fagocitica también parece ser
afectada genéticamente. Se pueden determinar cambios en la afinidad por antigeno
usando dos lineas distintas de aves, y por lo tanto, en el nivel de anticuerpos producidos,

lo que afecta habilidad de liberarse de distintas infecciones.

Las funciones del TLAI estan relacionadas con el secuestro de bacterias, limitando su
contacto con el epitelio y desarrollando la respuesta innata y adaptativa cuando estas
sobrepasan limites determinados. Ademas, dada la gran exposicién a antigenos, restringen
la reaccién de las células expuestas (limitan citoquinas) y fomentan la tolerancia del

sistema a la flora comensal (mas células reguladoras que efectoras).

En aves sanas adultas, la poblacion de células linfoides en las vellosidades esta compuesta
principalmente de células asesinas naturales (Natural killers, NK) y linfocitos T (receptor
celular, TCR) TCR a- y TCR y-9, en su conjunto conocidos como linfocitos intraepiteliales
(LIE). Es importante sefialar que en estas condiciones se presentan muy pocas células B.
Las células T son predominantemente CD8+ con muy pocas CD4+. Muy pocos heterdfilos

estan presentes normalmente en el tejido (Davison et al 2008).



En la ldmina propia se pueden localizar otro tipo de células: Mac, CD, NK, T (TCR y-86 10%
y TCR a-B 90%) con dominancia de las CD4+T. La mayor parte de las células B+ han
desarrollado ya el isotipo de IgA secretorias. Esta inmunoglobulina es la mas comun en el
intestino, (concentracién de 3.5-12 mg/ml), comparada con las IgM (concentracién menor
a 100 mg/ml). La composicion celular en las PP y las TC es muy similar a la encontrada en

la lamina propia (Davison et al 2008).

Los enterocitos deben ser considerados también como parte del sistema inmune del
intestino aunque no son parte del TLAI. Expresan una serie de quimiocinas que reclutan y
retienen a los LIE. La produccién de proteinas de defensa (Host defensive peptides, HDP),
ha sido determinada en las aves, sin caracterizar a las células Paneth, como en mamiferos;
por lo que el origen de estas moléculas es desconocido (Cuperus et al., 2013). Estas
moléculas son péptidos catidnicos, responsables de: diferenciacién celular, activacion,
quimiotaxis, inhibir LPS, y aumentar la fagocitosis; son componentes muy activos del
sistema inmune innato de defensa. Se clasifican como: beta-defensinas, catelicidinas,
péptidos antimicrobiales hepato-expresados-2. Son ricas en cisteina y conservan al menos
tres puentes disulfuro en su estructura. La expresiéon de defensinas no es importante en el
tracto intestinal (como si lo es en el reproductor). Las catelicidinas estan mas ampliamente
expresadas en el intestino. La presencia de algunos patégenos sobre expresa los niveles
de HDP y algunos incluso los inhiben para poder progresar en su infeccion. La accion de
estos péptidos sobre la membrana celular de las bacterias causa la muerte de los agentes
patdgenos (principalmente alta actividad vs E. coli y S. aureus). Por otra parte, también
pueden inhibir algunos efectos estimuladores, lo que permitiria modular la respuesta

inmune local.

Los enterocitos pueden dirigir parcialmente la respuesta inmune, dado que expresan
receptores de patrones de reconocimiento (RPR), que incluyen a los receptores tipo
aduana (Toll like receptos, TLR). Todos los enterocitos expresan complejos mayores de
histocompatibilidad (Mayor histocompatibility complex, MHC), clase | y clase I, lo que les

permite interactuar con el resto de las células efectoras del TLAI.



Los enterocitos se pueden diferenciar también en células caliciformes, que son efectoras
de una parte de las barreras innatas a la presencia de microorganismos. Se derivan de las
células pluripotenciales de las criptas; son encargadas de la secrecion de moco, una
glicoproteina que es altamente hidréfilica que bafia por completo la capa externa de los
enterocitos. La funcion de esta proteina rica en carbohidratos (fucosa, galactosa, n-acetil
galactosamina, n-acetil glusamina), es la convertirse en una barrera que impide la adhesion
bacteriana y el efecto directo de moléculas irritantes exdgenas. Igualmente, permite que
moléculas defensivas, iones e IgA, puedan estar mas tiempo en contacto con la microbiota.
La cantidad de estas células es mayor en la parte anterior del intestino y va decreciendo

hasta volver a aumentar a nivel de ciegos.

La cantidad y calidad de moco varia dependiendo del tipo de infeccidon que se presente,
mucho mas cuando hay parasitos que con algunas bacterias, aunque algunas de estas
utilizan como mecanismo de invasion la modificacion de la expresion génica de las células
caliciformes. La infeccion por algunos parasitos unicelulares esta precedida de una baja en
la produccién de moco. Es muy probable que el nimero de células y la produccion de
mucina esté regulado por linfocinas secretadas por células Th2 como respuesta a la
activacion por CD (Kim et al., 2013). Se ha podido demostrar que existen moléculas tipo
resistinas, producidas por las células caliciformes, que se estimulan por citoquinas tipo Th2
como IL-4 e IL-13 (Artis et al., 2004). Dichas moléculas son capaces de apoyar la liberacion
de nematodos. Las citoquinas producidas por los Th1 (IFN-y) inhiben la produccion del
moco y podrian promover infecciones cronicas por algun parasito. Se ha demostrado que
en animales con baja carga bacteriana, se produce mas mucina neutra que la alta en acido
sialico (Forder et al 2007). Por otra parte, en las aves criadas en condiciones normales, la
produccion de mucina sialica es mayor (determinada por mas células positivas a este
producto), lo que confirma las observaciones anteriores sobre el efecto de la mucina para

segregar al tipo de bacterias desde los primeros cuatro dias de vida de las aves.
23 Desarrollo del sistema inmune del intestino.

En los cinco dias previos a la eclosion, se forma la estructura basica del intestino por la
proliferacion de enterocitos. Las diferencias entre enterocitos, células caliciformes, ya se
han desarrollado al momento de la eclosion. Posteriormente, los estimulos para el

desarrollo vendran de la micro flora y los componentes de la dieta. Al momento de la
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eclosion, y los siguientes 7 dias, se llevara un crecimiento exponencial del intestino, que
no terminara hasta después de tres a cuatro semanas. Alrededor del momento de la
eclosion, ocurre una importante migracién de células linfoides provenientes del timo y la
bolsa de Fabricio. Este proceso se puede observar en forma de oleadas a los 18-20 dias
de incubacion, y entre los dias dos a cuatro y nueve a 11 dias post eclosion (Bar-Shira et
al., 2005). Los cambios en el tipo celular que migra, parecen estar mas dirigidos por la
micro flora (Inmunologia aviar 249). El grado de desarrollo del aparato digestivo y de las
vellosidades es determinante para el alojamiento de una poblaciéon adecuada de linfocitos;
la defensa del intestino en la primera semana depende de la respuesta innata y de los
anticuerpos que estuvieron presentes en la yema (anticuerpos principalmente

neutralizadores) (Bar-Shira et al., 2005).

Las aves reciben una proteccién particular que viene de los anticuerpos maternos que se
encuentran en la yema. En esta se puede determinar IgM e IgA, pero se encuentra en
mayor proporcion IgY, lo mismo que factores humorales de la inmunidad innata (como las
lectinas ligadoras de mananos, LLM) (Wang (1986). Estos anticuerpos tienen una vida
media de una a dos semanas en las aves, si la absorcion de la yema es adecuada (Bar-
Shira et al., 2005). Kawalilak et al. (2010), demostraron que existe una relacién negativa
entre la retencién del saco vitelino (menor absorcion) y el desarrollo de las vellosidades
intestinales. Los pollitos con mayor cantidad de yema retenida, desarrollan menor tamaro
de las vellosidades, lo que como se menciond, también retrasa el desarrollo del sistema

inmune.

Las aves retadas con antigenos al dia de edad no son capaces de desarrollar una
adecuada respuesta de anamnesis; mientras que entre los siete y 10 dias esto ya es
posible. Los antigenos ofrecidos por via oral antes de los tres dias inducen la tolerancia del
TLAI (Bar-Shira et al., 2005). La presencia de bacterias, parasitos y virus pueden causar
diferentes reacciones del sistema inmune, tanto por la edad del ave, como por la
localizacién en la luz u otros nichos del intestino (proximidad de microvellosidades,
internamente a los enterocitos); ademas de aquellos que pretenden sobrepasar la barrera

de enterocitos para alojarse en el interior del ave.
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2.4 Reconocimiento de los antigenos

Para iniciar la reaccién inmune se debe activar un RPR (enterocitos, o TLAI), y a partir de
ahi seleccionar el tipo de acciones que seguira el TLAI. Si el sistema activa un proceso
inflamatorio, la primera respuesta es la aparicion de heterofilos, que a su vez se asocian
con otras lineas (NK, MAC's, LIE), y se inicia una infiltracién de la lamina propia, donde
también concurrirdn células B+. La deteccion y accion del sistema inmune, no implica la
resolucion de un problema, pero si puede estar relacionada con la disminucion del tiempo

que dure la respuesta.

La resistencia por efecto de la edad es muy aparente en las aves (Lillehoj y Chai, 1988;
Davison et al, 2008). Los receptores secuestradores (scavengers receptors, SR), son
estructuras diversas, conservadas durante la evolucién, que pueden ligarse a una amplia
variedad de dominios moleculares (He et al., 2009). Pueden ser solubles secretados o
unidos a las membranas. Su afinidad varia por determinadas zonas antigénicas en los
virus, bacterias y otros organismos, conocidas como patrones moleculares de
patogenicidad (PMP). La exposicion de células inmunes a estos PMP, y la asociacion con
los SR, inicia la producciéon de: éxido nitrico; TNFa; ll-1beta; IL-6; IL-18; IL-12 y la
produccion de otras citoquinas; asi como el aumento de la capacidad fagocitica de las
células. La respuesta inflamatoria o tolerante, depende de la clase y asociacién de los SR
que son activados por el antigeno. Los SR estan determinados genéticamente lo que esta
relacionado con la diferencia encontrada entre lineas de aves para le respuesta inmune a

diferentes antigenos.

En las aves se ha determinado la existencia de TLR, al menos 10 de ellos (Brownlie et al.,
2011; Keestra et al., 2013; Akira, 2011); y algunos de ellos (TLR 2a, 2b, 3, 4, 5, 7) son
ortélogos a humanos. Un receptor, el TLR15, que parece estar relacionado con TLR2, es
solo encontrado en las aves. Estos tipos de RPR son proteinas transmembrana. La
interaccion PMP-TLR inicia una cascada de sefialamientos moleculares especificos, que
resulta en la transcripcion de factores que expresan la inmunidad innata. Dicha reaccion
varia con el tipo de asociacion. Esto es que, la produccion de péptidos antimicrobiales;
citoquinas pro inflamatorias; quimosinas; interferones; producciéon de NOs; se incrementd
en la expresion de MHC. Otras moléculas coestimuladoras son producidas por las células

estimuladas.
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Algunos de los TLR mas estudiados en aves son:

a)

TLR2: es expresado por un gen duplicado y esta direccionado al reconocimiento de
diacil-péptidos (micoplasma); acido lipoteicoico (Gram+); zymosan (producto de las
levaduras), y es menos especializado en aves que en mamiferos (Keestra et al., 2013).
Se asocia con otros receptores (dectin, TLR1, TLR6) que permiten reconocer otras
estructuras como peptidoglicanos, glicolipidos, y otros lipopolisacaridos (efecto

dimerizador entre receptores).

TLR4: es un receptor direccionado a los LPS bacterianos, no esta presente en la parte
apical de los enterocitos, pero si en la basal ligada a lamina propia (requiere presencia
de una molécula coestimuladora conocida como CD14); esta mas expresado en Macs
y heterdfilos. Las fallas en este receptor se ligan a la baja resistencia a la infeccion. La
activacion de TLR4/MD-2 por la via TRAM/TRIF activa tempranamente el NFkB con la
produccion de citoquinas pro inflamatorias, mientras que la activacion de MyD88/TIRAP
resulta en: un retardo del NFkB, la activacién de IRF3 y la posterior produccién de
Interferones tipo 1. Es posible que una deficiencia en la produccion del adaptador
TRAM, contribuya a menos presencia de INF-B y mayor resistencia de las aves a un
choque por LPS. (Keestra et al., 2013).

TLRS: es asociado a flagelos, su deficiencia aumenta riesgo a Salmonella.
TLR3, 7, 8 y 9: reconocen intracelularmente a los acidos nucleicos en los endosomas.

TLR15: de los pollos, es un componente Unico contra infecciones bacterianas, que es

sensible a protedlisis externa a la célula (Keestra et al., 2013).

Existen otros RPR en aves que incluyen al factor inducible por acido retinoico (RLR) y los

conocidos como NOD (NLR, como el RIG-1 que reaccionan a RNA), presente en patos,

no asi en pollos de engorda o gallina de postura. Se reconoce que esta relacionado con

una mayor sensibilidad a la infeccion por los virus de influenza aviar. Los receptores NOD-

similares, RIG-I- similares (Retinoic inducible gene), pueden reclutar adaptadores tales

como: TIR; MyD88 y TRIF, que inician la produccion de IL de todos tipos (Kawai et al.,

2011). Existen interacciones entre los receptores para incrementar la respuesta (por

ejemplo, TLR-2 y TLR4 reclutan mitocondrias y aumentan produccién de ROS implicados
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en la actividad bactericida). La redundancia es un factor importante para la accion del

sistema inmune.

Existen grupos de receptores tipo TLR intracelulares, que pueden ser considerados
redundantes en el reconocimiento de patégenos, no solo por ser receptores diferentes, sino
por estar colocados en ambientes celulares distintos (extra o intracelularmente). La
fagocitosis es disparada por: los receptores a manosa; complemento; cadena Fc ; receptor
fosfatidilserina y receptores secuestradores, que inician la reorganizacion del cito esqueleto

para endocitar las particulas (Blasius et al., 2010).

El reconocimiento de patégenos se da también por la interaccion con otros receptores tipo
Lectina, como dectin-1, que estan mas relacionados con B-lucanos (hongos y levaduras)
que activa las vias ITAM y el NFkB (CARD 9); y es importante para reconocer
microorganismos como Candida, Aspergillus y coccidioides (Akira, 2011). El receptor
dectin-2, principalmente en MAC’s y CD, reconoce estructuras de manosa (deficientes en
capsula), como en Crypococcus, Candida, Saccharomyces, Mycobacterium, Hisoplasma 'y
Paracoccidioides. El receptor dectin-1 es transmembrana, reconoce B-1,3 y -1, 6 glucanos
(sigue via ITAM intracelular). Es altamente expresado en Macs y neutrdfilos, pero poco en
CD y otras células T. La activacion de este receptor con zymosan produce la respuesta
inflamatoria con TNFa (Brown et al., 2003). Existen respuestas diferenciadas para S.
cerevisaiae y para C. albicans (diferentemente expuestos) y no depende de la fagocitosis.
Se ha demostrado su presencia en heterdfilos y mononucleares de sangre periférica, que
aumentan ROS al estimular el receptor dectin-1 con curdlan (B-1,3 glucano), y se bloquea
el efecto con la ligadura del laminarin (inhibidor de dectin-1) (Nerren et al., 2009). Sin
embargo, la respuesta a los patégenos podria ser distinta (Elcombe et al., 2013), cuando
los MACs son activados por zymosan/curdlan, con la produccion de IL-10 (activaciéon MSK
Y2), el receptor se bloquea, entonces se incrementa la produccion de IL-12. El ciclo de
produccion de IL-10 es auto reforzante y sera muy importante para disminuir la inflamacion

en el intestino.

En la posibilidad de dirigir al sistema inmune, mediante el uso de sefuelos o adyuvantes,
radica la importancia de modular los TLR y los otros sistemas innatos de reconocimiento,

no solo para el desarrollo de vacunas, sino para otros fines, lo que ya se conoce como una
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terapia real de TLR, ya sea por la activacion o por el bloqueo de los mismos activando o

desactivando la accién inmune (Dunne et al., 2011).
2.5 Células involucradas en respuesta celular al activarse los RPR en el intestino

La presentacion de antigenos se realiza por las células que tienen RPR. Estas células
linfoides se producen en la médula y migran al intestino (Ruane, 2011; Hart, 1997). Entre
las mas importantes se encuentran las CD103+, células potentes presentadoras de

antigenos, pero no que son importantes en la destruccion de los mismos.

Se han caracterizado varios subtipos de CD103+. En las aves, como en otras especies,
estan localizadas en la LP y PP. Las localizadas en LP son CD103+ y CD11c+, pero las
intraepiteliales de la parte apical de las vellosidades son CD103- y CD11b+. Estas células
tienen la capacidad propiciar la migracion de T CD4+ y promover su transformacién en:
iTreg, Th1, Th2, Th17; lo que permite aumentar en el intestino la respuesta de tolerancia o

inflamacioén (produccion de TGF-b y acido retinoico).

Las CD son clave en la identificacion y accién contra patégenos por su localizacién en la
mucosa intestinal. Cuando son estimuladas con LPS, las CD103+ incrementan la
produccion de IL-6 y TNF. Se pueden asociar con las células M en las PP y con el resto de
células linfoides en este tejido. Las CD tienen capacidad de pasar entre los enterocitos sin
romper las uniones fuertes, puesto que tienen las mismas proteinas de sellado (ocludina y
claudina). En el caso de las infecciones por hongos, se ha observado que, si bien algunas
CD toman el antigeno en el intestino, también lo transfieren a otros érganos linfoides; lo
que explica una colaboracién entre células migratorias y residentes del intestino (Ersland
et al., 2010).

Las CD inician la respuesta innata y adaptativa. Las CD (CD103+, CD11b+), pueden migrar
de la LP al epitelio intestinal en casos de inflamaciéon, aumentando la captacion del
antigeno y la maduracion de Th17 en favor de la respuesta pro inflamatoria (Farache et al.,
2013). De otra manera, cuando no migran, la produccion de interleucinas favorece la via

de Treg, con reaccion tolerante. Las CD son mas moviles que los macréfagos de la LP.

Los DC se especializan mas en Antigenos solubles y los MACs en proteinas de mayor

tamafo y microorganismos que logran penetrar la barrera celular. Las CD producen el
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factor transformador del crecimiento (TGF-@3, tranforming growth factor beta, en inglés) y
acido retinoico, necesarios para convertir la Tcell en Foxp3+ (Tregs) y promover la

diferenciacion de células B en células Plasmaticas (CP) productoras de IgA.

La liberacion por los enterocitos de la lipoproteina estromal timica (TSLP, thymic stromal
lymphoprotein, en inglés), limita la capacidad de las CD para activar TH17 y TH2 (con
menos secrecion de IL-12). La vitamina A es un factor primordial de este proceso. Con
bajos niveles de la vitamina A, se produce una ampliacion de la respuesta inflamatoria via
TH1 por estas células. Los enterocitos afectados por un antigeno secretan quimiocinas que
atraen a las CD y estas son las que amplifican la respuesta, dependiendo de las

condiciones en el medio (&cido butirico, vitamina A y otros).

Los MACs son importante como presentadoras de antigeno, pero aun mas por su
capacidad de destruir a los posibles patégenos mediante la produccién de ROS (SO, NOS)
extra e intra-celularmente (Dietert et al., 1998). También son responsables de la sintesis
de tromboxanos, leucotrienos y protaglandinas (en menor proporcion), ademas de otras
funciones inmunorreguladoras. La presencia de estas células en el tejido puede ser porque:
1) proceden directo de la sangre (células de Kupffer en el higado) o. 2) proceden de la
sangre y se multiplican en el tejido (pulmon, intestino) (Qureshi, 2003; Qureshi, 1998). Para
propiciar su respuesta, los MACs deben ser ensefiados por la exposicion a los antigenos
o de otra manera, no son activados (falta de exposicion a antigenos). La migracion a los
tejidos danados solo se da por accion de las sefales de quimiotaxis (citoquinas) liberadas
por los tejidos. La principal funcion de estas células es la fagocitosis que se ejecuta por
diferentes vias de activacién. La fagocitosis de un antigeno es mejor si hay cobertura por
anticuerpos, pero otros determinantes (RPR) pueden ser activados en el MAC. Una vez
introducido en la célula se forman los fagosomas que son rapidamente degradados por la
fusion con lisosomas, y posterior a esta degradacion, puede ocurrir la presentacion de los
antigenos y la produccion de interleucinas proinflamatorias. Por ejemplo, la exposicion
repetida a B-glucanos, amplia la competencia de los MACs para producir diferentes
reacciones. Estas propiedades también tienen un componente genético que muestran
respuestas mas rapidas en unas lineas genéticas que en otras. Factores dietéticos, y en
especial las micotoxinas, son capaces de causar problemas en el funcionamiento de los

MACs. Los MACs del intestino presentan mas receptores para quimosinas CX3Cr1;
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receptores tipo Fc-g y CD64 (para aumentar la fagocitosis de elementos cubiertos de
anticuerpos e interactuar con células B). Como otras células, también son capaces de
producir dendritas transepiteliales (TEDs, trans epitelial dendrites por sus siglas en inglés),
que estan en contacto con el lumen del intestino, por esta razén en las aves no son
claramente definidos las CD. Los animales con deficiencias de MACs maduros también
tienen problemas con el numero de ceélulas Treg y la produccién de IL-10. No son tan
buenas células presentadoras de antigeno dado que destruyen muy rapidamente estas
moléculas, por lo cual los MACs se asocian con otras funciones fagociticas de limpieza en
los tejidos, y no necesariamente con la activacion posterior del resto de la respuesta

inmune adaptativa.

Los heterodfilos son células con alta capacidad de fagocitosis (Genovesa et al., 2013).
Presentan varios receptores promotores de la misma: Fig.; anticuerpos y complemento;
dectin-1, receptores secuestradores y otros productos no opsonizados como las bacterias
(Salmonella, y otras). El proceso posterior a la fagocitosis y la formacion de los fagosomas
es la degranulacion; que es necesaria para destruir a los antigenos (a través de enzimas
de diferentes tipos). Estas células aviares no son altas productoras de aniones por secretar.
La deficiencia de formacion y activacion de estas células en los primeros dias de vida del
ave, es la responsable de la mayor susceptibilidad a enfermedades. La expresién de TLR,
lectina Tipo-C y dectina-1 (reconocimiento glucanos), permite a estas células reconocer y
atacar rapidamente a las bacterias. La Salmonella es un fuerte activador de estas células
por un aumento en la expresion de citoquinas proinflamatorias (IL-6 y CXCli2, pero no del
incremento oxidativo). Las aves con heterdfilos menos activos son mas susceptibles a las
enfermedades. La capacidad de respuesta por la via de iINOS también tiene componentes
genéticos, pudiéndose diferenciar lineas altamente reactivas y otras menos activadas
(Fathi, 2003).

Los linfocitos T CD4+, seleccionados en timo, son activados mediante presentacion del
MHCII, tanto por MACs como por CD (Maynard et al., 2009). Se conocen cuando menos 4
tipos de T CD4+: Th1; Th2; Th17 y T reg, que pueden diferenciarse directamente o
adaptarse entre ellas como el caso de Treg a Th17 y Th17 a Th1 (cuando hay antigenos

intracelulares o parasitarios).
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Cada linea de T CD4+ tiene una especializacion en la produccion de citoquinas y linfocinas.
Los Th1, en respuesta a antigenos intracelulares, producen: IL-I, IL-Il e IL-12, y expresan:
CCR1 y CCR5. Los Th2 (en el caso de parasitos y otros microorganismos extracelulares)
estan mas relacionados con la produccion de: IL-4, IL-5 e IL-13 (lo mismo que NK). Los
enterocitos son productores de IL-25 que aumenta el ciclo de produccion de los Th2 e
inhibe la IL-23. Los Th17 especializados en microorganismos extracelulares, como
bacterias u hongos, se asocian a una mayor produccion de TGF-B e IL-6; producen
especificamente IL-17 para el reclutamiento de heterdfilos. Existen amplias revisiones

sobre el tema, por lo que no se profundizara mas sobre el particular en esta tesis.
2.6 Interaccion celular y producciéon de mediadores quimicos en el intestino

La respuesta a diferentes antigenos en el intestino tiene diferencias debido a las lineas
genéticas y por la susceptibilidad o resistencia mostrada por las aves. Dicho cambio puede
ser evaluado por la expresion de ciertos genes que codifican distintas proteinas y enzimas
involucradas en el proceso inmune (Hemert, 2004 ). Para iniciar la reaccion inmune, un RPR
debe ser activado en la superficie de una célula con estos receptores (enterocitos, o TLAI)
y a partir de ahi, seleccionar el tipo de reaccién que se desarrollara. Si el sistema procede
a través de un proceso inflamatorio, la primera respuesta es la aparicion de heterdfilos que
a su vez se asocian con otras lineas (NK, Macs, LIE) y lo que inicia una infiltracién de la

lamina propia, donde también concurriran células B+.

A partir de la accion de una célula presentadora (MACs o CD o enterocitos) otras células
del sistema son activadas (Guo et al., 2013). Los linfocitosTh1 se activan principalmente
durante la respuesta a enfermedades virales reconocidas por la célula presentadora de
antigeno (CPA), restringidas, por lo tanto, a ser intracelulares. Esta célula presenta la
proteina especifica a una célula no activada (NAIVE) junto con la MHCII y otras moléculas
co-estimuladoras. Larespuesta de la Th1, depende de las citoquinas presentes en el medio
(IFN a, y; IL-12; IL-18) que promoveran un aumento del numero de células en prevencion
de una dispersion del agente patégeno. La clave de esta respuesta es la produccién de IL-
12, que es encargada de: la proliferacion y aumento de la citotoxicidad de los CTL y NK; y
del aumento en la produccion de IFN vy (circulo reforzador), siendo sinérgica con IL-2. Las
MACs, Kupffer y CD producen también IL-18 (que es proliferativa de T y NK), y coestimula

a las células Th1 para producir: IL-2; el factor estimulador de colonias de macréfagos (GM-
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CSF) e inducir TNF q; IL-1B; CXC y CC quimiocinas. La estimulacion conjunta IL-12 y de

IFNa estimula la proliferacién de las células de memoria CD8+.

La respuesta de tipo Th2, esta caracterizada también por la presencia de mastocitos,
basdfilos, eosindfilos e hiperplasia de células caliciformes. Es generalmente asociada a
parasitos y alérgenos en el sistema de las mucosas. La respuesta es mediada por IL-4,
qgue podria provenir de células NKT; el estimulo es dado por la secrecion de IL-25 o IL-33,

que vienen de las células epiteliales (Koyasu et al., 2011).

La produccion de las interleucinas en el intestino, como respuesta a la presencia de un
agente, desencadena una serie de efectos en todo el organismo (Johnson, 1997; Spurlock,
1997). Hay al menos tres IL’s: IL-1B, IL-6 y TNFa, que tienen profundo impacto en el
comportamiento neuroendécrino del ave y otros efectos metabdlicos (anoréxicos y
metabdlicos) como: El incremento de temperatura; reduccion del consumo y eficiencia del
crecimiento; incremento de corticosterona y cambios en la distribucion de Zn, Fe y Cu. Se
estima que el 70% de la disminucion de crecimiento experimentada por las aves ante una
infeccidn intestinal es debida al bajo consumo de alimento provocado por estas linfocinas.
Estas IL’s son generadoras en el higado de proteinas de la fase aguda, que requieren
aminoacidos especificos, lo que incrementa catabolismo proteico muscular para suplir los
que son necesarios en la sangre. También se presenta un incremento de triglicéridos
plasmaticos (mayor sintesis de lipidos y menos degradacién por adipocitos, efecto ligado
al TNFa). Numerosos receptores en el cerebro son activados (efecto anoréxico) con
respuesta sobre nervios eferentes y neuroendocrinos. Las IL’s podrian afectar
directamente terminaciones del vago a nivel del intestino (secreciones gastricas y
motilidad). Es importante sefialar que otros factores que afectan el crecimiento, como la
reduccion de hormona del crecimiento (HC), han sido demostrados en ratas cuando son
estimuladas con endotoxinas (reduccion de secrecion pituitaria, mediada por interleucinas).
Existen otros efectos relacionados, como lo son también la disminucion en la utilizaciéon de
glucosa, cambios en los niveles de aminoacidos circulantes, oxidacion de los mismos y

disminucion de adipogénesis entre otras reacciones (Spurlock, 1997).

La contencion de un agente infeccioso por el sistema inmune, implica la producciéon de
moléculas especializadas en detener la propagacion intracelular de algunos de ellos. De

aqui que la participacion de los interferones (IFN) es crucial en este proceso. Desde el
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descubrimiento (en 1957) del interferébn como la molécula que estaba involucrada con la
resistencia al virus de influenza, se han determinado varias familias moleculares. Por
ejemplo: los derivados de mielocitos como IFNa, o de fibroblastos IFNB, son los | IFN.Los
formados por las células Tl y las NK como parte de respuesta inflamatoria son los Il IFN
(IFNy). Los IFN sintetizados por células infectadas por virus, son necesarios para detener
la propagacion intracelular del agente infeccioso. El tipo Il IFN, secretado por los Th1, activa
a los Macs y hace retroalimentacion positiva sobre los propios Th1, incrementando la
presentacion de MHC, IL-12 y la produccion de superoxidos y NO. El IFN es reconocido
por un receptor, traducido y posteriormente (por una serie de genes inducidos por su
presencia), son transcritos, aumentando la produccion de proteinas antivirales. Es muy
importante en la respuesta a agentes conocidos en avicultura como la E. coli y coccidiosis
(Guo et al., 2013).

2.7 La reacciéon inmune del intestino en conjunto sobre un agente infeccioso.
2.7.1 Modelo en infecciones por coccidia

Como ejemplo de esta reaccién se tomara en esta tesis, el curso de una infeccion por
coccidias. La presencia de Eimeria spp. en el intestino causa una respuesta del TLAI que
esta influenciada por la dosis y el tipo del propio parasito. Cuando el ave ha podido
desarrollar una respuesta inmune previa al parasito, este se rechaza entre las 8-72 horas
posteriores al reto, lo que resulta muy importante en la crianza moderna de aves. Sin
embargo, esta situacién implica una exposicion anterior del sistema inmune, y es en esta

primera reaccion en la que se centrara el analisis de la respuesta inmune intestinal.

La presion de seleccién para mayor productividad ha repercutido también en los cambios
en resistencia de las aves a esta y otras enfermedades. Dada la complejidad del ciclo
reproductor del parasito, son necesarias la intervencién de diferentes esquemas de
inmunidad por parte del animal, y el entenderlas permitira crear mejores estrategias de
control. Existen implicaciones en la produccion de IgA e IgY y la activacidn de la respuesta
mediada por células, que sera definitiva en el control de las infecciones primarias y
subsecuentes con el parasito (Lillehoj y Okamura, 2003). De este conocimiento se pueden

derivar estrategias como las vacunaciones con células integras (atenuadas o de campo) o
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fracciones de las coccidias; inmunoglobulinas especificas; lectinas y otros adyuvantes de

la respuesta inmune.

Los animales atimicos son mucho mas susceptibles a la infeccion por coccidia y no generan
defensa a las reinfecciones. Los linfocitos esplénicos o sanguineos de aves normales, son
capaces de ftransferir resistencia a las aves inmunosuprimidas. Las drogas
inmunosupresoras, como la ciclosporina o las micotoxinas, reducen la capacidad de
resistencia del ave a la infeccion. Sin embargo, aunque la actividad anticoccidial es
demostrable, no se transfiere la capacidad de resistencia cruzada a las infecciones,
situacion que no ha sido entendida. Es decir, se podria tener inmunidad a coccidias en la
parte anterior del intestino, pero no necesariamente en la parte media o posterior, situacion
que, en la practica, complica mucho la atencion de los casos clinicos. Existe una migracion
celular de linfocitos que acarrean el parasito del epitelio a las criptas y otras zonas del
intestino, ya sea por fagocitosis o porque son invadido por los esporozoitos. De esta
manera, el control de la infeccion debe hacerse no solo a través de la eliminacion de los

esporozoitos del medio, sino permitiendo mayor eliminacion intracelular de los mismos.

La accioén de las células citotoxicas es indispensable para el control a largo plazo de la
infecciéon (Juarez, 2009). Es importante sefialar que la respuesta mediada por células es
muy activa en animales previamente infectados, y la velocidad de respuesta es
determinante para conferir la inmunidad, pero esta respuesta secundaria solo se da para
las mismas especies de Eimeria previamente expuestas al huésped (Rose et al., 1979). La
respuesta a la infeccidon primaria con Eimeria spp. Lo que da como resultado mejor
respuesta inmune a infecciones secundarias y posteriores. El esporozoito intracelular es el
objetivo del sistema inmune, especialmente los linfocitos TCR a3 que son indispensables

para este fin.

La infeccién primaria por coccidias induce una variedad de respuestas que incluyen una
infiltracion primaria de heterdfilos, activacion de NK, produccion de IgA, IgY y activacion de
células T (Lillehoj y Trout, 1993). Debido a que el ciclo del parasito es muy rapido (7-9
dias), la respuesta tiene que ser muy amplia, de manera que evite al maximo las
reinfecciones. Se puede observar una rapida activacion de CD4+, TCRaB- y MHCII, asi
como la produccion de interferon y. En las aves jévenes las TCR yd, como las células LEI,

se ven alteradas por la infeccion, sin embargo, es la poblacion de CD4+ la relevante para
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resistir a la misma. La caida en la presencia de CD8+ parece mejorar la respuesta,
posiblemente porque no hay el mismo transporte intracelular del parasito a otras partes del
intestino. En aves resistentes, el proceso de infiltracion es casi igual en nimero de CD4+
y CD8+.

No ha sido bien caracterizada la participacion de las células B+ en la infeccion primaria con
la produccion de IgA y otros factores solubles innatos (LLM). EI mecanismo inmune se
adopta principalmente alrededor de los esporozoitos (Pascual, 2011). El factor decisivo se
encuentra en el bloqueo de los esporozoitos para evitar que pasen de la IEL a la lamina
propia a formar esquizontes, es decir, que no puedan reproducirse en las criptas. En las
aves resistentes, la infiltracion leucocitaria es mucho mas rapida que en las susceptibles.
Se encuentra una alta produccion de IL-1a después de la infeccidon de cualquiera de las
especies importantes de coccidia para el pollo de engorda. Esto incrementa la produccion
de linfocinas por los Th1, especialmente interferones. La produccion de IgA es mayor en
relacion a las de IgY e IgM a partir de la segunda semana de la infeccion. La respuesta a
largo plazo esta mucho mas ligada a la inmunidad mediada por células. Lillehoj (1987) al
observa que la bursectomia hormonal no afecta el desarrollo de la enfermedad en una
segunda infeccién, pero el uso de inhibidores celulares si afecta la respuesta secundaria,

independientemente de la cantidad de IgA anticoccidia que se produzca.

Al dia de hoy, la respuesta a la infeccién por coccidias en la produccion del pollo de
engorda, esta siempre ligada a la modulacion que ejercen las drogas anticoccidiales
incluidas en el alimento. Drogas como el decoquinato ejercen solo efecto directo sobre las
coccidias, pero otras como la monensina (ionéforo) ejercen un doble efecto sobre las
coccidias y la microflora. Adicionalmente el uso de los antibidticos promotores de
crecimiento, ejerce otra presion distinta sobre la microflora y la respuesta inmune (Lee,
2012). Esta interaccion podria traer una menor competencia inmune de parte del ave. Sin
embargo, se puede demostrar que el uso de ionoforos mejora la respuesta fagocitica
celular de las aves en comparacion a otras drogas coccidicidas. Ambas clases de drogas
presentan una mayor respuesta en la comunidad de CD4+ en los primeros dias pos
infeccion que en los controles, mientras que a largo plazo la respuesta en CD8+ es similar.
La respuesta en IL-6, IL-17, INFy, TGFB4 y CXCLi2 es mayor con los ionéforos, pero baja

en IL-12 con respecto a controles a los 43 dias.
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Se encuentra menos CPA a los 43 dias en las aves que consumieron drogas, sin efectos
en el niumero de células B. La prohibicion del uso de ciertas drogas para el control de la
coccidiosis, obliga a tener alternativas y por lo tanto, a un mayor entendimiento de la forma
en que el organismo se enfrenta a las coccidias (Lillehoj et al., 2004). Después de la
infeccién primaria el numero de CD3+ yd TCR se incrementa en el tejido afectado (MHCII
dependiente), con incremento en la produccion de IL-2. Los linfocitos aBTCR no son
importantes después del dia 6 postinfeccidon. Se reporta también incremento en el numero
de CD8+ydTCR, con decremento de CD4+ que estan relacionadas con la produccion de
IFNy. Las células NK que disminuyen en la infeccion primaria, aumentan su nimero en las

infecciones subsecuentes, llegando a ser hasta un 30% del total de CD8+ en el intestino.

Las poblaciones de MACs y heterdfilos también aumentan durante la infecciéon primaria,
aumentando la capacidad de fagocitar los esporozoitos, reduciendo la infeccion en las aves
resistentes. Durante la infeccién por E. acervulina se detecté actividad de IFNy en tonsilas
cecales pero no en duodeno; para E. maximay E. Tenella si se detect6é en yeyuno y ciegos,
mayormente a los 6 dias postinfeccién. Ademas del incremento en IL-2, otras linfocinas se
presentan elevadas en el suero tales como: IL-16 (quimioatractante y estimulador de IL-2);
IL-17 (pro inflamatoria; inductora de IL-6); TNF (efectos locales y sistémicos, reduccion del
apetito); TGF (reparacion de tejidos, proliferacion de células B); IL-12; IL-6 e IL-1a. Estos
perfiles aumentan en las primeras horas pos contagio modulando la calidad de la respuesta

inmune que es sumamente compleja ante este tipo de parasitos.

Existen diferencias entre las etapas infectivas de la coccidia y las Lectinas de superficie
que despliegan. Los esporozoitos tienen Lectinas que son diferentes para cada especie, lo
que determina el sitio de infeccion (afinidad de carbohidratos), pero los merozoitos y
gametocitos no las tienen. Esto abre la posibilidad de tener una defensa primaria de
anitcuerpos o lectinas que inhiban a las fases tempranas y disminuyan la infectividad
posterior (Strout et al., 1994). Al utilizar una IgA monoclonal se determiné la existencia de
una glicoproteina (15-kDa) en la superficie de Cryptosporidium que es compartida por
varias especies, pero no en todas las cepas probadas (Tilley et al., 1991). El uso de esta
IgA por via oral en ratones redujo en 75% las lesiones por el parasito y 67% la excrecion

de ocistos. En cultivos de hepatocitos expuestos a esporozoitos de E. stiedai se encontré
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que algunas lectinas y L-fucosa pueden inhibir el proceso invasivo, pero no la D-galactosa
(Omata et al., 1999).

Las diferencias entre los epitopes entre las cepas de coccidias, dirigen una respuesta
diferente entre cepas lo que confiere, por tanto, la diferencia en resistencia observada a
nivel de campo (Srickler, 2000), que resalta la importancia de las cepas usadas para la
vacunacion y otros procesos de estimulacion inmune. Los linfocitos CD8+ ydTCR son
improntados por la infeccién primaria lo que permite su proliferacion para detener
posteriormente la infeccion. El papel de las IgA pudiera no ser indispensable para la

resolucion del problema, pero si para prevenir la invasion del parasito en las células.

Existen cambios en el perfil de células de la LP al disminuir las CD4+ después de la
infeccion primaria y el incremento de CD8+ TCR yd a los 12 dias de la infeccién. La
presencia de IL-2 es importante para activar NK y el crecimiento de CD8+TCRyd. Las
infecciones autélogas incrementan CD4+, mas que las heterdlogas, sin embargo, la
respuesta de CD8+ parece mas uniformes independiente de la cepa. Seguida a la
infeccién, el aumento de CD8+ citotdxicos, con produccion de citoquinas pro inflamatorias
y altas cantidades de IFN-y, se lleva a cabo la secrecién de: IL-1; IL-2; IL-4; IL-5; IL-6; IL-
8; IL-10; IL-12; IL-13; IL-15; IL-16; IL-17; IL-18; TNFa; TGF-b1 y GM-CSF. Existe un PAMP
(profilin) que el parasito liga al TLR11 y resulta en potente activador de IL-12 en CD de
ratén. Las NK producen también NKLisina. Los MAC’s aumentan la produccién del factor
inhibitorio de macréfagos (MIF) que incrementa la produccién de citoquinas
proinflamatorias (IL-1b, IL-6, IL-8, IFN-g, TNF-a), que son los componentes de la respuesta

adaptativa.

La respuesta a coccidias también involucra a las Th17 y la produccion de IL-17. Los niveles
mas altos de IL-17 estan relacionados con la mayor produccion de b-defensinas y mucinas
y la induccion de citoquinas como IL-6, IL-8, GM-CFS. Esta linfocina se incrementa varias

veces cuando inicia la infeccion por Eimeria (Min et al., 2013).

Kabel et al. (2006) trabajaron con aves infectadas por coccidia y con virus vacunal de IBDV,
aplicados ambos a 21 y 24 dias, utilizando virus vacunal D78 y ocistos esporulados. Se
realizaron sacrificios de las aves para ver resultados a partir del dia 28 y en dias

subsecuentes hasta el dia 44. Se encontraron signos de E. acervulina (pero no de otras
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coccidias), a los 7 dias post infeccidén en todos los grupos. Las lesiones para IBDV fueron
aparentes (dentro del margen esperado), en las aves a los 7 dias post inoculacion. Se
observaron titulos de anticuerpos a los 7 dias de inoculacién. No se encontré interaccion
de la vacuna con la presencia de E. tenella; sin embargo, las lesiones de bolsa fueron mas

importantes en los grupos infectados por coccidia.
2.7.2 Larespuesta tolerante

El intestino debe discriminar las moléculas y microorganismos potencialmente dafinos y
en su caso, reaccionar a ellos. La reaccién como ya se ha mencionado, puede ser del tipo
pro inflamatoria (descrita por ejemplo para las coccidias) pero también puede tener otra
respuesta de tipo tolerante, que si bien implica un cambio en las poblaciones de células, la
liberacion de linfocinas e IgA, no implican por otra parte un proceso inflamatorio (citoquinas
y linfocinas en el suero) con el cual se consigue detener la progresion del agente, pero no

causar un dafo secundario, por ejemplo; pérdida de apetito y peso.

Se reconoce que las aves pueden desarrollar los CD4+CD25+ (Tres), pero no los tipos
FoxP3 como en los mamiferos. Sin embargo, cuando son estimulados por antigenos, si
pueden producir altas cantidades de IL-10 y TGFB y no IL-2 (Lowenthal et al., 2013,
Davison et al, 2008); este efecto limita a otros linfocitos a través de caminos-contacto
dependientes y a través de linfocinas, lo que impide propagar la respuesta adaptativa
proinflamatoria mediada por otras CD4+ (Th1, Th2, Th17) (Selvaraj et al., 2013). La IL-2 y
su receptor IL-2R son indispensables para el mantenimiento de las Tregs; la molécula
FoxP3 reprime a IL-2, lo que mantiene la funcion supresora de Treg (sin este, las aves son

mas susceptibles a enfermedades autoinmunes).

La inmunidad de tipo tolerante facilita la supervivencia de las bacterias comensales al
inducir anergia inmune contra los microbios comensales. Al menos 15% de los CD4+ son
Treg en el intestino de las aves. La diferencia entre la actividad de estas células en patos
y gallinaceas explica parcialmente porque la Influenza puede o no ser mas activa en los
segundos. Las células Treg tienen receptores TLR 4, 5, 7, 8 y tienen hasta 30 veces mas
TLR-2, y 6 veces mas TLR4 que las células solo CD4+. Al ser activadas proliferan pero
pierden su capacidad supresora y se vuelven anérgicas, recuperando su capacidad

reguladora hasta 4 dias después de la afeccion.
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El sistema de enterocitos no tiene TLR5 (flagelos bacterianos) y es hipo responsivo a LPS
(Barnes et al., 2009). La produccién por los enterocitos de TGF e IL-12 en presencia de
la micro flora sin citoquinas pro inflamatorias aumenta la diferenciacion de Treg. Como la
cantidad de bacterias varia en el intestino, es necesario tener diferentes niveles de Treg en
distintos nichos del mismo. Los ligandos de TLR9 activan la produccién de linfocinas pro
inflamatorias en lugar de IL-10, y antagonicamente, el acido retinoico deficiente, aumenta
la produccion de IL-10. La infeccion por coccidias induce la produccion de IL-10 y
consecuentemente anergia del sistema para facilitar la infeccion. La infeccion con E.
méaxima incrementa la relacion de CD4+CD25+ en el intestino. La adicién de anti IL-10
aumenta la supresion del parasito. S. enteritidis, asi como otras Bifidobacterias pueden
incrementar la produccién de IL-10 aumentando el tiempo de retencion del parasito
(Selvaraj et al., 2013).

2.7.3 Respuestas no existentes en las aves.

Las aves presentan diferencias en el sistema inmune en comparacién con los mamiferos.
La mas importante, por ejemplo, es la falta de receptores TLR8 y RIG-I que se especializan
en el reconocimiento de RNA de una sola tira (como los de la Influenza aviar),
especialmente en galliformes y no en anatis. Se ha observado también carencia de algunos
isotipos de Ig, como las IgD o bien la presencia de IgY, que son diferentes de las IgG.
Incluso en los patos puede haber IgY truncadas (sin la porcion FcR). El transporte y
presentacion de MHC | es limitado o inexistente, lo que permite que el cambio de uno o
dos epitopes, provoque que no sean presentados correctamente a los linfocitos citotoxicos
y escapen del sistema inmune. No tienen nédulos linfoides. En cuanto a la informacion para
esta tesis, se tiene claramente una division entre las lineas que reaccionan o no con la
produccion de LLM (Magor et al., 2013).

2.8 La produccién de IgA en las aves

Las cantidades de bacterias pueden variar de entre 10 a 10 en el duodeno a entre 10-1°
a 10"2 en los ciegos, que ademas, cambian en la complejidad de los géneros bacterianos
(Cerutti et al., 2008). El intestino aporta a la relacion mutualistica la alta energia de los
alimentos, mientras que las bacterias aumentan la degradacién de las partes indigestibles

y aportan nutrientes esenciales. En este proceso, también el sistema inmune se desarrolla
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para conservar el ambiente y mantener el nimero constante de la micro biota. En este
sentido, la presencia de IgA es la estrategia de proteccion no inflamatoria mas importante
del intestino. Las IgA interaccionan con el receptor Ig (pIgR) en la regién baso lateral de los
enterocitos y son excretadas en forma de dimeros (IgA secretoras). Una vez en el moco,
las IgA son capaces de inactivar los RPR pro inflamatorios, evitar la adhesién a las células
y facilitar la toma de antigenos por las CD o MAC’s pero ya no activar respuesta via TLR-
LLR. Esta limpieza de microorganismos que atraviesan la pared intestinal se favorece al

promover la fagocitosis via FcaRI e IgA receptor en CD, heterdfilos o MAC'’s.

Las PP son los principales sitios para la induccion de células B, debido a la presencia de
nddulos germinales y a la proximidad de varios tipos de células (CD, MAC'’s, T CD4+). Las
células DC presentadoras de antigeno en las PP, inician la polarizacion de Th2 con la
produccion de IL-4, TSLP (que bloquea produccion de IL-12) e IL-10 que es importante
inductora de IgA y bloqueadora de Th1 (interferon, TNF, IL-6, IL-1). La presencia de IgA
aumenta la captacion de antigeno por las células M, reforzando el ciclo de produccion de
IgA. Otras estructuras como los foliculos linfaticos asilados, pueden seguir el mismo patrén
de diferenciacion, aunque tienen un rol marginal en la respuesta en relacién a las PP. Es
posible determinar la migracion de células IgM+B a la LP que no han sido marcadas en las
PP, las cuales pueden efectuar el cambio de isotipo (switch en Inglés) a IgA+ (accién de
células CD4+T productoras de IL-10 y otros factores de desarrollo) correspondiendo a una
respuesta que también puede ser independiente de células T (que incluye la secrecion de
BAFF y APRIL por CD, debido a una reaccién tipo TLR mediada y promovida por los
enterocitos). Esta respuesta si bien existe, no es tan potente como la producida por células
T. El desarrollo de una respuesta especifica de IgA a un antigeno, toma entre 3-4 semanas
via células B-2 de las PP, mientras que las B-1 de la LP pueden ser activadas mas

rapidamente.

La produccién de IgA intestinal es un proceso complejo que depende de la maduracién de
células B en CP. Todas las células B son MHCII+, CD19+ pero van desarrollando otros
receptores como CD22 y CD20 cuando ya han logrado diferenciarse en una linea
productora de IgA. Las células B en las aves principalmente se diferencian en la BF en los
primeros dias de vida del ave (Davison et al., 2008). Estas células mueren si se exponen

inmaduras al antigeno. Las células B maduran en 6rganos linfoides secundarios donde aun
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expuestas a antigenos se vuelven activas plasmaticas. Se reconocen dos tipos de células
B (B-1y B-2). La presencia de |IL-15 producida por MAC’s y enterocitos (utiliza receptor de
IL-2) es indispensable para lograr la respuesta de IgA por células B-1 en mucosas, y esto

es mas activo en ellas que en las B-2 (Hiroi et al., 2000).

De acuerdo con su afinidad, es posible reconocer dos tipos de IgA. Las de baja afinidad
tienen que ver con el bloqueo de la adhesion de la microflora a las células intestinales,
confinando a los microorganismos (producidas principalmente por las B1). y las de alta
afinidad, que inactivan microorganismos y toxinas producidas por una via T-dependiente
principalmente en las B2 (Cong et al., 2009). Las IgA de baja afinidad también neutralizan
antigenos para que no estimulen la mucosa. Asi mismo, son mediadoras de la transcitosis
de micro flora en las células M. La cantidad de micro biota es directamente correlacionada

con las IgA (animales libres de microbios, tienen baja cantidad de IgA).

Ambas vias son dependientes de TGF-$ y acido retinoico aunque no se reconoce el sitio
de secrecion de estos factores. Estos factores son principalmente formados por las Treg,
que también secretan otro cofactor para mantener la supervivencia de las células B IgA+
en la LP, razén por la cual la disminucién de células Treg, disminuye la produccién de IgA
al disminuir el nUmero de células B activas, especialmente del tipo B2 y no las B1. Resulta
entonces determinante la activacién de Treg para mantener una respuesta inmune correcta
a ciertos antigenos, situacién que podria no darse en algunas condiciones pro-
inflamatorias. La supresion de la inflamacion por las células Treg (via IL-10 o activando
produccion de IgA para evitar la adhesién de micro biota a las CPA), resulta un buen
mecanismo de la evolucién para aumentar la resistencia a los patégenos e incrementar la

capacidad digestiva del huésped.

Las CD no destruyen totalmente a algunos microorganismos por varios dias, esto permite
a estas células inducir, de mejor manera, la produccion de IgA y los subsecuentes efectos
de los mismas en el sistema al introducirse en las PP (Macpherson et al., 2004). Estas CD
son restringidas a la LP, lo que asegura solo una respuesta local al antigeno. Kunisawa
(2012) mostré que la comunidad de bacterias en la PP es diferente de la encontrada en la
luz intestinal o en el epitelio. La deficiencia de PP disminuye también la capacidad de formar
IgA contra antigenos particulados por via oral; sin embargo, esto no sucede con los

antigenos solubles. En humanos se ha encontrado que bacterias como Alcaligenes son
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encontradas en las PP, mientras que no otras como las SFB. La presencia de Alcaligenes
en CD de PP, incrementa la produccion de IgA, IL-6 y TGF-3. Estas bacterias entran a las
PP al estar totalmente cubiertas por IgA (que no causan destruccion de la bacteria). Para
que las CD promuevan la produccioén de IgA es necesaria la presencia de TGF-b y RA
(Massacand et al., 2008). Los factores BAFF y APRIL pueden inducir a las B2 a producir
IgA en ausencia de CD40 y LPS como coestimuladoras (Macpherson et al., 2000). Cerutti
(2008b) demuestra que no solo en focos linfoides o las PP se pueden formar las IgA, dado
que pueden existir células B secretoras en la LP activadas por los mecanismos ya
descritos. Las CD provenientes de ratones libres de microflora, fueron poco activas
promoviendo la formaciéon de IgA, lo que demuestra la importante participacion de las

bacterias en modular la funciéon de las CD.

Benkert et al. (2011) utilizando aislamiento celulares de humanos, demostraron que al
menos 25% de los plasmoblastos que son productores de IgA e IgG son polireactivos, es
decir: la mayoria son antigénicamente especificos, pero las Ig pueden también tener
afinidad cruzada. Todos los anticuerpos muestran los arreglos debido a la seleccion
monoclonal de células B-especificas. Los pacientes con enfermedades inflamatorias del
intestino, presentan micro flora no convencional, lo que muestra que en condiciones
normales se monta una inmunidad especifica (muy baja reaccion cruzada también) y fuerte
en contra de la flora comensal y en su caso de otros patdgenos. Van der Waaij et al. (1996)
determinaron en humanos sanos, la capacidad de la respuesta inmune del intestino grueso
en la que se demostré que entre un 24-74% de las bacterias, tienen alguna IgA (menos
IgG o IgM) adherida, lo que significa que estas bacterias no son removidas de la luz por
este sistema, pero ya no pueden adherirse o penetrarlo. Adicionalmente es posible
encontrar también una micro flora a la que las IgA no tienen reacciéon alguna. Ambas
reacciones de la respuesta se muestran en individuos sanos sin inflamacion de la mucosa.
Se estima que cantidades de hasta 2.5 g/dia de IgA son producidas en humanos, pero no
todas las bacterias son recubiertas por ellas. La falta de respuesta antigénica por algunas
bacterias, no esta bien explicada, aunque puede depender mucho mas de una falta de
respuesta especifica del sistema inmune. Por otra parte, el que las bacterias estén
recubiertas pero no inactivas, implica que la IgA solo es una forma de controlar el nicho

que usa la bacteria y no una forma de destruirla, como meta del ataque del sistema inmune.
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Lee et al. (2009) observaron una reduccién de lesiones y excrecion de ocistos en aves
utilizando anticuerpos IgY hiperinmunes contra diferentes coccidias obtenidos de
purificaciéon de yema de huevo de aves inoculadas. La adicién a la dieta comprueba que
es posible realizar una inmunidad pasiva a la coccidia, aprovechando las condiciones

especiales de la infectividad de los esporozoitos.

Existen otros factores humorales innatos, como las Lectinas ligadoras de mananos, que no
han sido estudiadas en cuanto a la manera en que participan dentro de la inmunidad del
intestino, tanto posiblemente atacando a la micro flora comensal, como a la que invade el

tejido. Este tema sera tratado en otro capitulo.
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CAPITULO Ill: PARTICIPACION DE LAS LECTINAS LIGADORAS DE MANANOS EN
LA INMUNIDAD INNATA

3.1 Generalidades

A pesar de que la respuesta especifica es mas efectiva para el control de los patégenos,
el tiempo de reaccién puede constituir un perjuicio para la vida de los animales. Por esta
razon, existen mecanismos de activacion del sistema inmune menos especificos pero de
reaccion mas inmediata, que en su conjunto se conoce como: respuesta inmune innata.
Dentro de esta respuesta inmune innata se encuentra la activacion de lineas celulares
(MACs y AN’s) (Brown 2003, Qureshi 2003, Willment, 2001); la activacién de proteinas
hepaticas de la fase aguda, como la proteina C reactiva (reconocimiento de carbohidratos
fosforilados) (Culley et al., 2000); y las Lectinas Ligadoras de Mananos (LLM) que
reconocen las estructuras ricas en manosa y galactosa de algunas membranas en

microorganismos.

Desde el siglo XIX se ha conocido la presencia de factores aglutinadores de eritrocitos
(Sharon, 2004), aunque no solo estas células son aglutinadas debido a sus carbohidratos.
Las propiedades de aglutinacion han sido utilizadas para numerosas pruebas de
reconocimiento especifico. Estas proteinas se pueden encontrar en animales, plantas y
microorganismos. Son fuertes estimuladores de la actividad mitogénica de las células
linfoides. Se identifican en animales desde 1952 con los primeros aislamientos en anguilas.
Algunas de ellas existen en sitios especificos para el reconocimiento de carbohidratos en
algunas de las membranas bioldgicas (proteinas transmembranales), conocidas como
dominios de carbohidratos para reconocimiento (CRD carbohydrate-recognition domain, en
inglés), que pueden ser de varios tipos (galectinas, lectina tipo-C). Otras pueden ser de tipo
soluble o séricas, denominadas como LLM, que se originan del sistema inmune innato, y
sus funciones han sido asociadas con la proteccién y reconocimiento celular autélogo y

exdgeno.

La LLM es una molécula con estructura de colagena que es calcio-dependiente (collectina).
Es un factor soluble de reconocimiento de patrones de patogenicidad que se liga a

manosas y n-acetilglucosamina, GIcNAc que son carbohidratos distribuidos en varios
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microbios relevantes para la salud de las aves y otras especies (Brouwer, 2008; Takahashi,
2005).

Presanis et al. (2003) reportan que las LLM estan constituidas por una cadena de
polipéptidos, la region de carbohidratos de reconocimiento, un cuello hidrofébico y la regién
de colagena (tres cadenas estabilizadas por puentes disulfuro). Las LLM pueden existir en
formas oligoméricas de dimeros o hexameros (estructuras tipo tulipan). En su forma
circulante se asocian a una MASP’s (proteasa de serina) que es indispensable para la
activacion del complemento por la via alterna dependiente de Ca2+ (rompimiento de los

factores C4-C2 y activacion de C3).

La afinidad de la LLM puede variar dependiendo del microorganismo que se trate. En las
distintas especies se han reconocido diferencias genéticas para la capacidad de producir
las LLM, adicionalmente, el contenido sérico de LLM depende de varios factores como:
hora del dia de la toma, edad, presencia de infecciones. Al ser una proteina de la fase
aguda, su produccién mas alta se encuentra entre los 2 a 7 dias posteriores al reto.
Numerosos estudios han mostrado la asociacién entre una deficiente produccion de LLM y
las fallas en el control de algunas infecciones (dependiendo de la especie considerada);
sin embargo, también puede ser asociada con la mayor patogenicidad de otros
microorganismos, lo que ha desarrollado una controversia sobre un doble papel en la salud

de los animales.

Los macréfagos tienen receptores de membrana que pueden reconocer diferentes
antigenos (TLR, RTL) en los cuales, estructuras como el MOS, activan la produccion de
interleucinas y/o la opsonizacion de las bacterias, hongos, o protozoarios con estos
epitopes. La interaccién entre las células dendriticas como presentadoras de antigenos y
los macrofagos esta bien establecida. Por otra parte, la activacion de los macroéfagos,
permite la liberacion de interleucinas, especificamente las IL-2 e IL-6, que son capaces de
activar a nivel hepatico la produccién de distintas proteinas de la fase aguda, cuya funcién
sera a nivel sistémico, protegiendo al organismo y modulando la reaccion inflamatoria en
las primeras horas-dias de la agresion de un agente patégeno. Spurlock (1997) y Kuhiman
(1989) demostraron que la presencia de LLM eleva la opsononizacion de varios tipos de

bacterias con epitopes ricos en manos como la S. montevideo.
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3.2 Lectinas Ligadoras de Mananos en Aves

Serensen et al. (2006) identifican que la LLM es sintetizada por los hepatocitos. La
respuesta in vitro de estas depende del nivel de IL-6, dexametasona y el estrés por calor.,
La produccion decrece por la presencia de IL-1 y no es afectada por IFNy, TNF o TGF.
En otra evaluacion con el mismo tipo celular hepatico in vitro expuesto a: GH, IL-6 u
hormonas tiroideas, estas ultimas tuvieron efecto en incrementar la produccion de LLM,;
siendo mas potentes la T3 y el GH, que la IL-6. La hidrocortisona, el IGF-1 y la insulina no
tuvieron ningun efecto en la produccion. El tiempo de respuesta para alcanzar su maxima
expresion varié entre 24 a 48 h. Uemura et al. (2002) reportan que la presencia de LLM,
también puede ser producida por los enterocitos en el intestino delgado (demostrada por
expresion de mRNA), y no solo por los hepatocitos, lo que sugiere una relacion importante

con la defensa innata del intestino (pudiendo representar hasta el 8% de la activacion total).

La LLM ha sido caracterizada en las aves y es un polimero de proteina y carbohidratos de
estructura similar a las 1gG, sin tener la especificad de las mismas y parecida en estructura
a las ya reportadas en humanos (Laursen, 1995; 1998; 2000). Wang (1986) reporta la
existencia de LLM en yema del huevo y describe que en algunas pruebas pueden ser
identificados como IgG, lo que refuerza el concepto que las LLM encontradas en la yema

vienen del suero de la gallina.

La LLM de aves es capaz de ligarse a los receptores con estructuras tipo MOS presentes
en la membrana de los microorganismos, asi como a las membranas de las células que
han sufrido apoptosis por efecto de una infeccion. La adhesiéon se inhibe en orden de
potencia por: ManNac > L-fucosa > manosa > N-acetylglucosmina. La adhesion de las LLM
es capaz de activar por dos vias al sistema inmune: 1) Las LLM pueden servir como
marcadores para la opsonizacion de microorganismos o células muertas frente a los
macroéfagos y linfocitos activados en forma inespecifica, lo que permite una respuesta
inflamatoria de mayor amplitud (Nielsen, 1999); 2) Las LLM pueden activar la fijacion de
complemento por la via alterna (proteina C3) asociadas a una proteasa de serina (MASP),
lo que igualmente permite incrementar en forma significativa la capacidad del sistema
inmune innato para detener las infecciones (Linch, 2005; Norup, 2007);.esta activacion es
mayor que la iniciada por IgG. La falla de este sistema en humanos ha sido asociada a

procesos infecciosos cronicos o a padecimientos que no responden adecuadamente al uso
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de antibioticos en el intestino (Seibold, 2007). Nielsen et al. (1998) encuentran, cuando las
aves no son infectadas, la presencia de LLM en hepatocitosy en el centro de las tonsilas
cecales, pero en ninguno de los otros tejidos muestreados (musculo cardiaco, riidn,
cerebro, timo, glandula adrenal, BF, medula adrenal, traquea). En aves infectadas por ILTV,
se presenta una mayor tincion en los hepatocitos (sitios de produccién) y en la superficie y
citoplasma de las células infectadas. La misma reaccion sucede en la infeccion
experimental de IBDV; sin embargo, la presencia de LLM solo se detecto en células del
intersticio y el citoplasma de MACs del bazo y no en la BF. El higado es el 6rgano de

produccion y las LLM se desplazan hacia los érganos en funcion del tipo de infeccion.

Laursen et al. (1998) en 308 muestras de diferentes aves (14 lineas genéticas) identificaron
un rango de LLM de entre 0.4 y 37.8 mg/ml en una distribucion tipo Xi. Ninguna de las aves
fue encontrada como nula a LLM. Las LLM se pueden encontrar desde el dia 10 de
incubacion, y al momento de la eclosion, los niveles ya son parecidos a las de aves adultas.
Los niveles se mantienen estables en la primera semana y luego se pueden observar
aumentos y disminuciones. Las aves pueden ser divididas en bajas y alta productoras de

LLM, lo cual tiene un componente genético heredable.

Aunque la respuesta es inmediata, el mayor nivel sérico de LLM pos infeccién ha sido
determinado a los 3 a 4 dias y desaparece paulatinamente en los siguientes 5 a 6 dias. La
mayor produccion de LLM se correlaciona negativamente con los titulos de IgG originados
por la infeccién. Se ha propuesto como explicacion que la capacidad de la LLM para
neutralizar virus no hace necesaria otro tipo de respuesta inmune (Kase, 1999). Wang et
al. (2011) demuestran que los LPS que regularmente inducen la respuesta inflamatoria,
pueden ser inhibidos por la LLM y reducir la maduracién de monocitos hacia CD que
puedan producir interleucinas pro inflamatorias. Se ha relacionado también la presencia de
LLM como un agente que puede inactivar al virus de Influenza, que representa una de las
amenazas de salud actuales mas importantes en la avicultura (Lillehoj, 2007; Kase, 1999).
También las LLM estan asociadas a la respuesta a la infeccion por Micoplasmas. En
humanos con infeccion por estas bacterias, dos terceras partes de los infectados fueron
deficientes en LLM. Estas moléculas pueden determinar la menor invasividad del
microorganismo. Sin embargo no se pudo demostrar que se adhieren a todas las cepas

evaluadas (Hamvaas et al., 2005).
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En las aves se encuentran rangos muy amplios de produccion natural de la LLM detectada
en sangre (5-37 mg/ml) que no estan ligados a la estirpe (Kase, 1999). Nielsen (1999)
muestra que los niveles de LLM en aves infectadas por IBV pueden incrementarse de 6 a
12 mg/ml y esta concentracion puede tener un pico entre los 3 a7 dias. Para la infeccion
con ILTV, el pico es mas temprano entre 3 a5 dias. Lo que muestra que es congruente con
su accién como proteinas de la fase aguda. Los niveles regresan a la normalidad entre 6
a10 dias después del pico. Schou et al. (2010) relacionan los altos niveles séricos de LLM

con una menor susceptibilidad a la infeccion por P. multocida sistémica.

Juul-Madsen et al. (2011) mencionan que la respuesta a virus de Bronquitis infecciosa en
aves, es modificada de acuerdo a la capacidad o no de respuesta en LLM. Se demuestra
también que, el virus cultivado previamente con LLM de pollo, cambia el tipo de respuesta
de las células T circulantes, con lo que se obtienen diferencias en los titulos de anticuerpos.
Juul-Madsen et al. (2003) menciona que el grado de respuesta a la infeccion por IBV esta
determinado por si esta ocurre en la mafana (12 sin luz) o por la tarde (12 con luz); los
tiempos de respuesta son distintos (3.1 dias vs 4.6 dias, respectivamente). Esta situacion
también afecta los titulos finales obtenidos en el suero en contra de la infeccion,
encontrandose hasta un 35% menos de IgG en los animales sin actividad antes del reto
(mayores niveles de LLM), lo que esta relacionado con la capacidad de las LLM de inactivar
(via complemento) al virus, y por lo tanto, no causar el mismo efecto sobre el sistema
inmune. Juul-Madsen et al. (2007) demostraron que las LLM estan positivamente
relacionadas con la disminucion de la propagaciéon del virus de IBV en la traquea y que
esto esta ligado a la activacion de complemento. Las lineas genéticas con baja produccion

de LLM son mas susceptibles a la infeccién.

Norup et al. (2009) estudiaron en gallinas el comportamiento de diferentes lineas,
encontrando diferencias de 2 a 3 veces en la concentracién basal de LLM entre lineas.
Durante el seguimiento del trabajo en gallinas de postura, suceden dos elevaciones durante
la crianza, a las 5-7 semanas, y a las 18-19 semanas (que corresponden a eventos como
aparicion de coccidias y el inicio de la postura respectivamente). En condiciones normales
se presentan niveles estables por varias semanas. En otra parte de la investigacion, se
probo el efecto del nivel basal de LLM (alto o bajo productor genéticamente seleccionado).

Cuando las aves fueron retadas con IBDV (vacunal) y E. coli, se encontraron valores mas
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bajos de peso en las aves con menor nivel de LLM. Los valores de sero-conversion a E.
coli fueron mas bajos en los grupos con nivel alto de LLM, pero con pesos mas altos.
Existieron diferencias en las lecturas de CD4+ y CD8+ en los animales con bajas LLM en

comparacion a los de altas LLM.
3.3 Participacion de las LLM en la respuesta inmune contra diferentes enfermedades

Van Asbeck et al. (2008) muestran que la respuesta a microhongos, (como C. Albicans o
C. parapsilosis), en humanos neonatos, se presenta una disminucion de las infecciones
derivadas de la actividad de LLM. Las LLM son cruciales en el mecanismo de fagocitosis

de estos microhongos, dicho efecto fue semejante para S. aureus o E. coli.

La lectina desencadena el depdsito de complemento, un importante apoyador de la
fagocitosis. El efecto de opsonina solo ocurre en presencia de complemento y tiene poco
efecto sobre bacterias G-. Brouwer et al (2008) reportaron hallazgos similares al buscar
afinidad de LLM y opsonizacion in vitro de levaduras o subproductos (que si se mejora su
opsonizacion por neutréfilos) en relacién con S. aureus, S. pneumoniae y E. coli, que no
presentaron modificaciones del patrén de opsonizacion. Valdimarsson et al. (1998)
utilizaron LLM de humanos para incrementar la actividad fagocitica de linfocitos humanos
y restaurar su capacidad de defensa contra algunas infecciones. Lu et al. (1990) reportaron
que las formas penta y hexaméricas son las que mejor reaccionan para activar
complemento en presencia de zymosan, lo que indica una diferente afinidad dependiente
de la forma de la LLM. Lee et al. (1983) utilizando hepatocitos de ratén mostraron que la
estructura con mayor cantidad de residuos de Gal y de formas ramificadas complejas, son
mas afines a la LLM. Meenashi et al. (2001) reportan que debe existir alta homologia de
la region de colagena de la LLM con el C1gA para que se produzca una buena estimulacién
de la fagocitosis; por lo que no todas las lectinas pudieran ser activadoras de este proceso.
Mac Donald et al. (2010) determinaron que la acciéon de las LLM sobre las células
dendriticas en presencia de monocitos es un factor que permite la maduracion de estas

células e incrementa su capacidad de producir IL-1- y IL-6, TNFa in vitro.

Fuller y McDougald (2002) indican que, debido a que en las membranas de varios de los
eucariotes existen proteinas glicosiladas complejas, estas son empleadas para determinar

algunas interacciones (adherencia, activacion de genes y otras). Los esporozoitos utilizan
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estas moléculas para poder iniciar la infeccion celular; sin embargo, esta puede ser
disminuida in vitro por el uso de ciertos carbohidratos o bien por distintas lectinas de origen
vegetal. Se ha demostrado que diferentes tipos de lectinas pueden ligarse a estructuras
diferentes extras e intracelulares de los esporozoitos de E. Tenella, ricas en N-
Acetilgalactosamina, L-Fucosa, manosa, chitina, acido sialico y galactosa. La Concavalina
A y otras lectinas dependientes de manosa lo hacen con afinidad mediana o moderada.
Algunas lectinas ni siquiera son capaces de adherirse. Si bien este efecto in vitro tiene un
valor de reconocimiento para fines de investigacion, es posible pensar que se presenten
efectos in vivo por la presencia de LLM en algunos animales. Alroy et al. (1992) obtuvieron
una patente para la prevencion de coccidiosis en animales utilizando una serie de lectinas
y otras glicoproteinas administradas por via oral. Hasta el momento no se ha demostrado

la afinidad in vivo de la LLM de animales ante estos parasitos.

Cedzynski et al. (2004) encontraron que la deficiencia de LLM en nifios se puede asociar
con enfermedades recurrentes de las vias respiratorias. A pesar de encontrarse una alta
dispersién de los datos intramuestra (debido a las diferencias genéticas que controlan la
produccion de LLM), es posible encontrar diferencias de entre 30-50% menos LLM en los
mas susceptibles, asociadas o no a otras enfermedades inmunes (entre otros, alergias o
defectos de la inmunidad celular). Christiansen et al. (2009) asocian en mujeres,
problemas de aborto en el segundo tercio de gestacién con la baja produccién de LLM.
Kase et al. (1999) demostraron in vitro la capacidad de las LLM de inhibir la infeccion por
virus de Influenza (H3N2) al cultivarlo en presencia de ellas. La utilizacion de EDTA y
manosa evitd la neutralizacion. La neutralizacién de la infectividad es reversible y no dafia
directamente al virus, sino a su capacidad de ligarse a otras células. Takahashi et al. (2011)
reportaron mayor dafio vascular (coagulacion diseminada) in vivo en animales infectados
por S. aureus con deficiente produccion de LLM. Peterslund et al. (2001) demostraron una
asociacion entre la mayor susceptibilidad a infecciones entre pacientes que han recibido
quimioterapia contra leucemias y que tienen bajos niveles de LLM en relacion con los
pacientes con niveles normales. Messias et al. (2005) confirman la apreciacion de que la
mayor susceptibilidad de pacientes deficientes de LLM es con la infecciéon por M. leprae.
Takahashi et al. (2011) encontraron que la respuesta innata mediada por las LLM y la
proteasa de serina asociada, estan relacionadas con la reaccion primaria para detener la
diseminacion de bacterias como S. aureus. Este mecanismo permite evitar el aumento de
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IL-6 y los efectos asociados con la coagulacion intravascular encontrada en los choques

sépticos y la falla hepatica.

Miranda Santos et al. (2001) mencionan un posible efecto de las LLM, el cual al aumentar
el poder opsodnico de los monocitos, aumenta la posibilidad de infeccién por L. changasi,
liberando mayor cantidad de TNFa e IL-6, lo que le permitiria al parasito modular parte del

proceso de la infeccion (concepto de la espada de doble filo).

Muller et al. (2010) encuentran deficiencias de LLM en humanos con enfermedad de Chron
(CD), con un incremento en los titulos de anticuerpos anti-S. cerevisiae. Utilizando sulfato
sodico de dextrano en ratones con presencia de C. albicans o E. coli, provocaron colitis,
sin conseguir la presencia de LLM local. Sin embargo, los animales con menos LLM,
presentaron colitis mas fuerte y evidencias de translocacion de los microorganismos en los
rifones, con mayor seroconversion, que se asocia con una menor capacidad de detener

localmente la infeccion.

Los efectos de las LLM en aves no han sido completamente estudiados. Se desconocen
los mecanismos in vivo que desencadenan la produccion hepatica de LLM bajo diferentes
estimulos antigénicos. La reaccién que puedan generar agentes antigénicos, (como los
productos de levaduras a nivel del intestino), y la produccion de LLM no se ha
caracterizado; al igual que los posibles cambios en los niveles séricos, provocados por

coccidias en el intestino. Ambos aspectos son los objetivos de la presente tesis.
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CAPITULO IV MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE DEL INTESTINO POR LA
MICROBIOTA

41 Generalidades

Se ha demostrado que existe una amplia influencia de la microbiota en las reacciones del
intestino de las aves al igual que en otras especies. Estos efectos en el metabolismo del
organo alteran la respuesta genomica y la inmune. La microbiota desarrolla una serie de
acciones para poder mantenerse y reproducirse dentro del intestino. Permanecer en el
intestino permite al microorganismo desplegar una serie de enzimas que apoyan el proceso
de digestidon, que a su vez es aprovechado por el huésped. Son de especial interés los
mecanismos por los cuales los diferentes microorganismos pueden adherirse o no a
distintas estructuras y lugares dentro del intestino, creando nichos especializados para el
microbioma (Collet, 2012).

El TLAI se va capacitando (como ya se mencioné en el Capitulo Il), para reconocer
diferentes PAMP (ligandos de superficie) y para determinar los tipos de reaccion que va a
realizar para contener a la micro biota en su nicho y evitar que penetre la capa unicelular
de enterocitos. Ningun microorganismo deberia estar en la LP, y en caso que la logren

alcanzar, los mecanismos inmunes del ave deben ser capaces de retirarlas.

La micro flora del intestino es el resultado de numerosos factores, siendo los principales la
dieta, asi como el tiempo de ayuno (muy comun en la crianza de aves), que inducen
alteraciones en la comunidad microbiana (Burkholder, 2008). La interaccién micro biota-
sistema inmune también se afecta por estas condiciones; ademas de algunos otros factores
microambientales (que pueden ser estresores agudos), que alteren profundamente la

relacion. Sin embargo, ninguno de estos sera tratado en esta tesis.

La complejidad de la micro flora va aumentando con la edad (afectada por la dieta y la
respuesta inmune) (David et al., 2014). En humanos (que se mantienen normalmente en
un microambiente), se ha determinado que la micro flora intestinal tiende a ser estable por
largos periodos de tiempo si no existen agentes externos (por ejemplo antibiéticos), que la
alteren o condiciones medio ambientales (cambios de lugares, comidas, nivel de fibra de

la dieta, entre otros). Esta observacion resulta importante porque significa que las aves en
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una misma granja, tenderan a criar un micro flora singular propia de este entorno, mientras
que el cambio de granja (por ejemplo en aves de postura) implicara acomodamientos de la
micro flora diferentes a los ya causados por la dieta. Lu et al. (2003), analizaron la micro
flora de aves alimentadas con dietas vegetales y sin aditivos (antibioticos, probiéticos y
otros), por via de las secuencias de genes (16SrRNA),encontraron que casi el 70% de la
micro flora de ileon son del género Lactobacilos, seguido de diferentes cantidades de
Clostridiaceae, Streptococcus yEnterococcus (ileum), y que en los ciegos son
Clostridiaceae en un 65%, Fusobacterium, Lactobacillus y Bacteroides. Las diferencias
también se pueden percibir, de acuerdo a estos autores, por los muestreos a 3, 7 y hasta

28 dias, es decir, hay un cambio debido a la edad, como ya fue mencionado.

La micro flora ileal es idéntica a la cecal, hasta aproximadamente el dia 14, y a partir de
ahi va cambiando notoriamente, lo que determina, como era de esperarse, que la
colonizacién en el intestino va de adelante hacia atras. Torok et al. (2007), comprueban
que la colonizacion primaria de micro biota en el intestino deriva de su medio ambiente, y
principalmente, de la cama. El cambio en la micro biota entre los 2 y 7 dias de nacimiento,
no se observod entre los mismo animales, sino como referencia a las condiciones donde se
les crio (alta o baja densidad de microorganismos). La utilizacién de diferentes materiales
en las camas resulté con efectos diferentes, observando que el mayor efecto diferenciador
es el tiempo de vida, ya que hay cambios importantes perceptibles a los 14 y 28 dias,
independientes del material de la cama. En las camas reusadas fue posible ver cambios
de micro flora que no se observaron entre otros 6 materiales de la cama, lo que determina
que la cantidad de bacterias también es importante en el proceso de colonizacion primaria
del intestino. Swick et al. (2012) encuentran una relacion entre el contenido de la fibra (por
el uso de cebada) y el tipo de cama, tanto en la conversion de alimento como en la cuenta
de C. perfringens (en ambos caso se presentaron reducciones), por lo que proponen el uso
de una cama de papel limpio con alta contenido de fibra de cebada como el mas benéfico
para lograr una mejor colonizacion de la micro biota, evidenciando la importancia de los

productos consumidos en la primera semana en el efecto de colonizacion intestinal.

Lumpkins et al. (2007) establecen numerosas relaciones simbiéticas entre el huésped y la
micro flora; la ocupacion del ecosistema intestinal implica numerosos mecanismos de

adaptacion de uno y otro, lo que puede ser utilizado para prevenir enfermedades, mejorar
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la integridad intestinal y cambiar algunos metabolitos que influyen sobre el ave. La
presencia de bacterias en aves demostré un mejor desarrollo corporal y del intestino en
comparacion con animales libres de bacterias. La suplementacién de diferentes tipos de
micro flora como probidticos tiene efectos en las comunidades que finalmente se
encuentran en las aves al final del ciclo. Patterson et al. (2003) y Pickler (2011) demostraron
que la actividad de micro flora ademas de ser conducida por los ingredientes de la dieta
también puede ser modificada por la presencia de otras moléculas y microrganismos
conocidos como prebidticos (moléculas, microorganismo muertos) y probioticos
(microorganismos vivos, como Lactobacilos, Bifidobacterias, y otras). Los mecanismos de
esta modificaciéon son muy variados, como la propia competencia de microorganismo a
microorganismo por lugares para la colonizacion (exclusion competitiva), productos que
interfieren el desarrollo de la micro flora (antibidticos, aceites esenciales, entre otros),
activadores de la produccion de moco o de la respuesta de IgA; estas interacciones son el

objeto de estudio de esta tesis.

En humanos donde se han desarrollado mas algunas observaciones sobre la micro biota,
se ha determinado que las perturbaciones en la composicién temprana en la micro biota
estan asociadas con varias de las patologias como el asma y las alergias, y que estas
estan aumentando en los paises del primer mundo (Noverr et al., 2004). Esto ha creado la
hipétesis de la higiene, es decir, una falta de exposiciéon normal en la edad temprana a los
agentes de la micro biota, como sucede en las dietas altas en antibidticos o con los
animales criados en condiciones estériles, tienden a retrasar el tiempo en que el sistema
inmune entra en contacto con determinada micro biota, disminuyendo su capacidad de
reaccion o creando tipos de reacciones no adecuadas para mejorar el desarrollo. Como ya
se menciono, hay cambios debidos a la edad, por lo que puede determinarse la existencia
dentro de la micro biota de especies estables (autdctonos o permanentes) y de
colonizadores de transicion (brevemente adquiridos de forma externa). Los principales
géneros de microorganismos estables son: Bacteroides, Bifidobacterium, Eubacterium,
Fusobacterium, Clostridium y Lactobacillus. Algunos aerdbicos (anaerobios facultativos)
como E. coli y Salmonella spp (menos del 3% del total) y Enterococcus, Staphylococcus,
Streptococcus, mas algunas especies de hongos (C. albicans). Como cualquier
ecosistema, las presiones de seleccién alteran los tipos de microorganismos en el sistema
(antibidticos, dieta, otros microbios) sobre todo cuando la proporcion de las bacterias
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anaerobicas benéficas decae e incrementa la de aerébicas u hongos o anaerdbicas

patodgenas.

No se consigue tolerancia oral a los antigenos en los animales criados en condiciones
estériles. La micro biota aerdgena inoculada tiene también correspondencia a la
encontrada en intestino, lo que determina también que una inmunidad oral correctamente
desarrollada pueda mejorar también la respuesta en vias respiratorias. Por lo tanto, es muy
importante entender la relacién de la micro biota y el organismo, tanto en condiciones
estables como en el desarrollo de patologias potencialmente inflamatorias (Feng et al.
(2011). Existe una serie de mecanismos de adaptacion en ambos casos, sobre todo de
parte de la micro biota que generalmente esta bien comparta mentalizada en el intestino y
que interactia con las acciones defensivas como las IgA o el moco, presentandose un
fendmeno de tolerancia o Ignorancia inmune en algunos casos. Es muy poco probable que
el organismo reaccioné a los miles de antigenos distintos presentes en la micro biota, pero,

¢, Como sucede esto?
4.2 Interaccion de la micro biota y el sistema inmune

El intestino desarrolla dos tipos de defensas, una que trata en primer lugar de evitar
contacto de la micro biota con los enterocitos, a lo cual la micro biota reacciona evadiendo
la respuesta inmune. Por otra parte la respuesta celular se establece una vez que la micro
biota se adhirié al epitelio o lo ha penetrado. La mayoria de las bacterias intestinales no
desarrollan respuestas mediadas por IgG en su contra, mientras que cuando son
inyectadas, los anticuerpos aparecen como en otros casos. Esto sugiere que existe una
especie de ignorancia por el compartimiento donde se localiza la bacteria (luz del
Intestino);sin embargo, si hay una fuerte respuesta en IgA (que pude ser iniciada con o sin
el apoyo de células T, como se describe en otro capitulo de la tesis, Capitulo Il). Esta

respuesta es confinada a los sitios donde se presenta un cierto tipo de microorganismo.

La respuesta Treg-IgA-micro biota puede ser la clave para mantener la homeostasis ya que
al actuar juntas mantienen los patégenos restringidos de una mejor manera que si
estuvieran actuando solas cada una. La presencia de Treg (productoras de IL-10 y TGF-
b), es importante por su efecto antiinflamatorio. La activacion de estas se da por la accion

de las células presentadoras de antigeno (DC y MAC’s) que ya se ha descrito. La presencia
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de anticuerpos en la luz intestinal (que detienen a las bacterias) reduce esta activacion,
reinstalando la micro flora en su nicho y devolviendo el nivel normal de Tregs en la lamina

propia (Nover et al., 2004).

Las CD y los MAC’s (caracterizados por tener receptores tipo TLR, CD-14, lectina tipo-C y
RIG-I), son encargados de la respuesta rapida a patégenos a nivel del intestino, por lo que
son los mas involucrados en la respuesta a microorganismos y otros antigenos’, lo que es
clave para la resistencia a las enfermedades y susceptibles a ser modulados por los
productos “nutracéuticos” y las vacunaciones (de Geus et al., 2013). En el caso de la
coccidiosis, en los primeros dias cuando los esporozoitos no han alcanzado las criptas, el
contacto entre MAC’s de la LP (y otras células como heterdfilos), no impide que la célula
sea invadida, sin embargo, reduce el desarrollo del esporozoito ya que hay una alta
produccion de NO que puede determinarse localmente y en sangre. El uso de diferentes
productos en la dieta (betaina, aceites esenciales de plantas), cambia el tipo de respuesta

de los MAC’s in vitro pero no necesariamente a nivel de la luz intestinal.

Los linfocitos T CD4+ son “inocentes” (naives) después de ser reclutados en el timo y su
desarrollo posterior en linajes, dependen de las senales que reciben (infecciones
intracelulares o extracelulares), y que condicionan a las células cooperadoras (como ya se
ha descrito previamente, Mazmanian, 2009). La presencia de algunos microbios en las PP,
ayudan a realizar una mas fina adaptacion de las CD4+T. Estudios en animales libres de
gérmenes muestran que sin ellas, se tienen desbalances en los CD4+T y menores
proporciones en los segmentos del intestino; mas aun, también se ha determinado que no
todas las bacterias tienen igual capacidad de estimulo de estas células. Algunos patdégenos
se distinguen por no causar este tipo de respuestas (tienen mecanismos para evadirla).
Las bacterias segmentadas filamentosas (especie del género Clostridium), resultan ser el
mas fuerte inmunégeno para el desarrollo del TLAI y la diferenciacion de TCD4+. Las
respuestas entre los organismos con flora compleja o con solo los SFB son casi idénticas.
Estas ultimas, individualmente producen reacciones con liberacion de IFNy, IL-10 e IL17;
colectivamente se afectan expresiones de otros genes en los linfocitos, sin embargo,
aumentar el numero de linfocitos en la LP requiere la presencia de mayor niumero de

individuos de la micro biota.
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La reaccién producida por TH1, con incremento de IL-12 se asocia con la mayor
inflamacién del intestino, lo mismo que la linea Th17-I1L-23 (seguida a la activacion de IEL
y secrecion de IL-6). La plasticidad de las células CD4+ es la clave de la direccion de la
respuesta inmune del intestino. EI cambio posible de Treg a Th17 en casos de infecciones
agravadas, puede ser un sistema de defensa alterno rapido de amplia importancia. La
micro flora no patdgena regula la presencia de células linfoides como las bacterias
segmentadas filamentosas que al aumentar de numero aumentan la respuesta de Th17, o
bien, otras que pueden estimular (via TLR-2), la produccion de IL-10 por Treg. Estos
mecanismos implican activacion de DC para producir IL-6 por via de TLR y no de TCR.
Esta reaccion puede ser modulada por otras bacterias que no lo harian propiamente, como
se demuestra con el uso de un Lactobacilo (E. faecium), que es capaz de inducir fuerte

reaccion de produccion de IgA (Yasuhiro et al. 2014).

La presencia de vitamina A es esencial para el desarrollo de los linfocitos y la activacion
de los genes de defensa dependientes de retinol (RIG-I) y también para la modulacién del

crecimiento de los enterocitos directa e indirectamente (Thurnham et al. 2000; Feng, 2011).

Los enterocitos son una barrera entre los microorganismos y el sistema inmune, cuando
hay perturbaciones de esta barrera fisica, se puede desarrollar también los problemas
inflamatorios (Goto et al., 2013). Los enterocitos también dirigen (via molecular), las
respuestas en los linfocitos de la LP, creando un “dialogo” entre ambos. Los animales libres
de micro biota tienen PP reducidas y no tienen nédulos linfoides aislados (NLA), como se
presentan en los animales normales. Las bacterias G- inducen la formacion de NLA (via
NOD receptores), maduros o inmaduros. En estos ndédulos se lleva a cabo la produccién
de IgA (T dependiente o T independiente). Las sefiales de los enterocitos son necesarias
para el desarrollo de las células B que producen IgA y estas dependen de la micro biota
presente (los SFB producen mas que otro tipo de micro biota), y dependen también de la
localizacién del microorganismo (algunos que aparecen en el coléon producen reaccion
inmune, pero los presentes en ileon no). Los IEL son células T, ricas en TCR yd y son
CD8+, reciben sefiales tanto de la micro biota como de los enterocitos. Esta funcion de
regulacion del dialogo la ejercen de varias maneras, afectadas por la presencia de
bacterias (los animales libres de micro flora casi no tiene IEL). Los linfocitos en la LP son

principalmente células T TCRaof, pero los mas encontrados en animales libres de
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patdgenos son los CD4+ Th17 y las Treg. Los Th17 son inexistentes en animales libres de
gérmenes, pero tienen un numero reducido en animales libres de patdgenos especificos
(presencia mayor o nula de SFB que interaccionan directamente con los enterocitos). Como
ya fue mencionado, la colonizacion y el numero de microorganismos varian de la parte
anterior a la posterior del intestino y con ello también la poblacion de Treg, que en el colon
pueden ser hasta el 50% de las células (regulacion de respuesta por la basta presencia de

micro flora).

Las células NK son innatas sin TCR variante y responden a los glicolipidos y las no clasicas
MHC-I; la relacion con la micro biota no esta bien definida y asi, su papel en la regulacion
de la cantidad de células presentes. Mantener la separacién de micro biota y sistema
inmune por los enterocitos requiere de varias adaptaciones como son: 1) secrecion de
moco y excrecion de IgA (ver Capitulo 11);2) mantenimiento de uniones fuertes entre
células;3) la recepcion de sefiales de la micro flora (a través de los receptores moleculares
de patrones: TLR, RIG-I, lectinas), y 4) la secrecion de péptidos antibacterianos (tratado en
otra seccién). La activacion por parte de las bacterias de la via TLR-MyD88 (y posterior
activacion NF-kB), tiende a incrementar los niveles de inflamacion intestinal (formacién de
los inflamosomas intracelulares), y la apoptosis celular con la pérdida de la barrera
intestinal por la secrecion basolateral de citoquinas. También, los productos de la micro
biota, como los acidos grasos de cadena corta (butirico, propidnico y acético), son
detectados por los receptores moleculares tipo GP43 y GP41 en linfocitos y células
enteroenddcrinas modificando su respuestas; situacion que sera desarrollada en la
siguiente seccion. La micro flora difiere en su capacidad de fermentar el alimento, y por lo
tanto, de producir o no estas moléculas. La expresion de MHCII también es regulada por
ciertas bacterias, pero no de ciertas moléculas coestimuladora, o que aun no tiene una

explicacion clara.

Los patrones de glicolizacién de los enterocitos también se modifican, y esto crea barreras
de adhesion para ciertas bacterias (aumentos o disminuciones de los géneros
Bififobacterium o Bacteroides). Las células en los foliculos linfoides asociados (FLA) se
modifican también por la presencia de la micro flora, produciendo o no citoquinas para el
reclutamiento celular (células T y B). Los datos sugieren que también la secrecion de los

enterocitos podria regular la expresion de las células B (ya descrito), permitiendo el cambio
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de isotipo a la produccion de IgA en respuesta a la micro biota (produccion de limfopoietina
estromal timica -TSLP, thymic stromal lymphopoietin-, que estimula la produccion de APRIL
y BAFF por los Treg), asi como otras linfocinas (TGF antiinflamatoria).La IL-25 reprime la
produccion de IL-22 (Th2), reduciendo actividad de los linfocitos; es decir, los enterocitos
no solo forman la barrera fisica de divisién entre la micro biota y el sistema inmune, sino

que también forman parte activa del sistema que intercambia informacion entre ellos.
4.3 Papel del proceso de fermentacion del alimento por la micro biota

La fermentacion de la fibra dietética por las bacterias (Beyer-Sehimeyer et al., 2003)
produce una serie de AGCC y a la degradacion de otros compuestos de las plantas. A
pesar que los AGCC producidos son multiples, es el acido butirico el que tiene mayor efecto
no solo en la nutricion de los enterocitos y colonocitos, sino también sobre la actividad del
sistema inmune. La produccién de butirato esta fuertemente relacionada a las bacterias del
tipo Clostridium (anaerobios altamente sensitivos al oxigeno) que pueden ser provistas por
bacterias en la dieta (JMM, 2010). Las bacterias productoras de acido lactico pueden ser
utilizadas para proveer sustrato a los clanes de Clostridios involucrados en la produccién
de acido butirico (mecanismo de alimentacion cruzada). Por otra parte, esto también puede
ser logrado por la administracion directa de Clostridios, como F. prausnitzii,u otras bacterias
de ese género. Una tercera opcion es la inclusién directa del butirato en la dieta. Jargensen
et al. (1995) describen diferencias en la fuente, la dosis de la fibra y el resultado de la

fermentacion en el intestino, que depende del tipo de bacterias presentes.

Nakamura (2004) incluyé en la dieta FOS a 5% y encontré cambios en la produccion de
IgA, casi al doble de los grupos no suplementados en todas las secciones del intestino;
también se incrementd la expresién del receptor de inmunoglobulina (plgR) en el ileon. Asi
mismo, reporta un mayor numero de B220+IgA+ en las PP en los grupos que consumieron
FOS, lo que puede sugerir un cambio de isotipo mayor para células B, provocado por el
tipo de bacterias que se promueven con estas dietas. Le Blay (1999) reporté que la
administracion de FOS elevaba la cantidad de acido lactico y de butirato en periodos de
mas de dos semanas de adiciéon en la dieta. Sin embargo, en ratas en periodos de 8
semanas, la produccion de lactato tendié a no verse afectada por el FOS, manteniéndose
niveles altos de butirato. Utilizando lactosa en dosis de 2.5% 0 4.5% en la dieta de aves

retadas con C. perfringens fue posible disminuir las lesiones intestinales con relacion al
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grupo control; sin embargo, no se mostraron cambios claros en la micro flora asociada al
tratamiento a los 21 dias de edad (Enterococus, Lactobacilli, Clostridium, E. coli)
(McReynolds et al., 2007).

Huda-Faujan et al. (2010) reportaron cambios en el perfil de AGCC en las heces de
humanos que presentaron colitis con relacién a los humanos normales. Los cambios mas
importantes estan en la concentracién anormalmente alta de acido lactico y un marcado
descenso de la proporcion de butirato, propionato y acetato. El mas afectado fue el acido
butirico, que bajo hasta 50% comparado con el nivel del control, situacion que podria estar

ligada a la patogenia de la enfermedad.

El butirato producido por las bacterias del intestino, incrementa la produccién de IL-23 de
CD in vitro (Berndt et al., 2012). El efecto esta mediado por la activacion de las enzimas
histona deacetilasas. La activacion in vitro de CD en presencia de LPS, produjo mayores
niveles de IL-23, con reduccién de IL-12 (modificiacion epigenética). El cultivo sin butirato,
incremento la secrecién de IL-17 e IL-10;sin embargo, in vivo, la administracion de butirato
no fue efectiva para detener colitis causada por sulfato de dextrano, mientras que la
inyeccion intraperitoneal del butirato si tuvo efecto sobre la presencia de colitis, lo que
sugiere que el uso de diferentes rutas puede tener diferentes efectos. Sdemann et al.
(2000) encontraron resultados similares al utilizar S. aureus para estimular leucocitos,
produciendo altas cantidades de IL-12 y TNFa, pero esto fue inhibido de manera dosis-
dependiente por la presencia de butirato (inhibe secrecion del heterodimero IL-12p70),
incrementando la expresion de la citoquina IL-10. En ausencia de la estimulacién
bacteriana el butirato no incrementa la secrecion de IL-10 (no utiliza la via NF-kB, si no la
cAMP). No solo inhibe la proliferacion, sino también la activacion de Th1 (IL-2, IFN-g), lo
gue sucede por la inhibicién a su vez de la presencia de receptores IL-12 en leucocitos

inducida por el butirato.

Klampfer et al. (2003) reportan que el butirato ejerce una importante reduccion de la
activacion del receptor Il IFN que activa la expresion de los genes IFN-responsivos via
STAT1 (signal transducer and activator of transciption 1), en linfocitos de la LP del intestino;
lo que se traduce en una reduccion del problema inflamatorio intestinal. Cox et al. (2009)
demostraron que el receptor para GPR43 es altamente expresado en neutrofilos y

monocitos (en humanos). En presencia de LPS estas células secretan PGE2, la cual es
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inhibida por el butirato, lo mismo que la toxina pertussis, TNFa, INFy y también la MCP-1
(monocyte chemotactic protein-1); sin embargo, se activa la produccion de IL-10.
Sanderson (2007) refiere efectos similares sobre la expresién génica de los enterocitos
expuestos a infecciones bacterianas y al acido butirico, modulando el tipo de respuesta
linfocitaria (accién epigénica). Esta funcidon es muy importante para regular la respuesta
intestinal y evitar la sobreproduccion de interleucinas como respuesta a la presencia de la

micro flora.

Zhang et al. (2011) administraron via oral distintas cantidades de butirato de sodio y
probaron el efecto de la infeccion intraperitoneal de E. coli. No se observaron efectos en
cuanto a la respuesta en peso de las aves, sin embargo, se encontré una importante
reduccion de IL-6, TNFa y malonaldehido, con incrementos de SOD y catalasa en suero.
El reto disminuy® significativamente el peso solo en los lotes controles, los alimentados con
el butirato mantuvieron la tasa de crecimiento, indicando una moderacion de la respuesta
inmune, aun por la administracion de este producto por via oral. Sunkara et al. (2011)
encontraron incrementos en la produccion de péptidos antimicrobianos de defensa a nivel
intestinal en aves suplementadas con butirato, mayor actividad fagocitica de MAC’s vy
menor produccion de citoquinas proinflamatorias en presencia de S. enteritidis, reduciendo
la expresion de la misma en heces, que implica una activaciéon mayor de la respuesta

inmune innata.

El tipo de MUC expresado fue diferente en presencia de butirato y esto dependié también
de la presencia de glucosa o no en el medio, especialmente en colonocitos, lo que estaria
relacionado con el tipo de bacteria que crece y la cantidad de las mismas, regulando la
produccion de moco como forma de defensa (Gaudier et al., 2004). Deplancke et al. (2001)
mencionan que el tipo de mucina presente es alterado dependiendo del tipo de
microorganismos Yy la cantidad de los mismos. Como ya se ha mencionado, la mucina se
libera en forma continua por las CC o bien en forma abrupta cuando existen estimulos
agudos (secreto gogos). De igual forma, la mucina cambia de calidad y cantidad al
convertirse en mas acida en las zonas del intestino grueso (mas sialificada), lo que reduce
la capacidad bacteriana de penetrarla. Por otra parte, la mucina es mas neutral y mas
sulfatada cuando hay menos bacterias (como en animales libres de gérmenes). Existen

mecanismos que las bacterias ejercen para evitar la reaccion del organismo, como son los
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secreto gogos (toxina del célera), o aquellas sefales que disminuyen la secrecion
(decremento de secrecion post infeccion por amibas, debida a la inhibicidon de genes por
toxina de Clostridium). Algunos Lactobacillus pueden también aumentar la secrecion de
mucina y disminuir la adherencia de bacterias como E. coli. Otras bacterias evaden el moco
por el uso de las sialidasas, sulfatasas, glicosilasas o bien, por el uso de flagelos. Candida
usa una aspartil proteinasa. El sistema inmune también regula la secrecion; por ejemplo:
IL-1, IL-6 y TNFa incrementan la secrecién y lo mismo que IL-4-IL-9, producidas por Th2,
para acelerar la salida de nematodos. Forder et al. (2007) reportan que las diferencias en
el patrén de mucinas que cambian de neutral a sulfatada y mas acida (sialilato) es posible
encontrarla desde la primera semana de vida. El cambio es una respuesta a la presencia
de bacterias como se puede demostrar al criar aves en piso convencional o en pisos de

baja carga bacteriana.

4.4  Aditivos con microorganismos que modifican la micro flora y la respuesta

inmune del intestino

Housmand et al. (2012) demuestra que las interacciones de ingredientes conocidos como
prebioticos, probidticos o acidos organicos, tienen efectos tanto en la respuesta inmune del
intestino, como en la morfologia de los érganos digestivos; aunque los efectos en el peso
corporal y otros parametros no se vean afectados al comparar grupos controles y tratados.
En general, el desarrollo de las vellosidades es mejor en tamafio y las respuestas a la
vacunacion también se ven mejoradas en los grupos que reciben estos aditivos con
relacion a los controles negativos, y esto tiene, por ejemplo, interacciones con los niveles
de proteina en la dieta, Situacién que concuerda con lo ya expresado en cuanto a la
capacidad de la micro biota de condicionar una reaccion inmune de diferente capacidad en

respuesta a los ingredientes de la dieta (nutrientes y otras moléculas).

Los probidticos (bacterias o microorganismos vivos adicionados en la dieta) han sido
utilizados por muchos afios para modificar la salud intestinal (Rolfe, 2000). Los mas
estudiados, Lactobacillus sp y Bifidobacterium sp., se utilizan solos o en combinaciones
entre estos y otras bacterias con los objetivos de mejorar la digestién de los ingredientes
de la dieta o de disminuir la propagacion de patogenos como Salmonella y E. coli. Existen
numerosos mecanismos por los cuales estos cultivos desarrollan sus efectos en el

intestino: produccion de sustancias inhibitorias, bloqueo de sitios de adhesion,
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competencia por nutrientes, degradacion de receptores de toxinas, ademas de la

modificacion de la respuesta inmune del TLAI.

Yoshimura et al. (2010) mencionan que el consumo en aves de dietas adicionadas con
probiodticos como S. faecalis, C. butrhricum, B. mesentericus durante 10 dias, provoco un
patrén ascendente en el nimero de células positivas a IL-6 iniciando del duodeno al colon,
ala LPylasubmucosa, siendo esto mas visible a los 10 dias que a los 5 dias post consumo.
No se observé diferencias en el numero, ni en la localizacion de las células positivas a IgA.
En otra evaluacion utilizando L. casei en contra de la infeccién mixta de coccidias aplicadas
al dia 0, los Lactobacilos y sus productos de cultivo se inyectaron por via intraperitoneal,
obteniendo mejores respuestas en el peso cuando se aplicé la vacuna de coccidia, y bajas
respuestas en el peso cuando se dio el sobrenadante del cultivo, indicando que son las
células y no los productos los que estan relacionados con el efecto. Los Lactobacilos

intervinieron en la inmunidad a la coccidia (Bautista et al., 2003).

Haghighi et al. (2006) mostraron que el consumo de Lactobacilos, Bifidobacterium y
Streptotcoccus cambid positivamente la respuesta humoral del intestino de aves expuestas
a C. perfringens, a-toxina o toxoide tetanico, aumentando los titulos de IgA en la luz del
intestino y en el suero, mostrando una induccion de la respuesta inmune por el tratamiento
con el probiético. Lee et al. (2010) incluyeron Bacillus spp por 21 dias a pollitos recién
nacidos, no observando diferencias en peso corporal y tampoco respuesta a una vacuna
recombinante de proteina de coccidia; sin embargo, si hubo una remodelacion intestinal
encontrando vellosidades de mayor tamafo que el grupo control y menor cantidad sérica
de glicoproteina acida-1-a (proteina de la fase aguda de la inflamacién) e incremento en la

poblacion de LIE.

Dalloul et al. (2003), demostraron cambios en la proporcion de LIE, en aves alimentadas
con probidticos (Lactobacillus spp) y posteriormente retadas por coccidia (E. acervulina).
Los LIE expresaron mas CD3, CD4, CD8 y TCRap que los controles y produjeron menos
ocistos comparados a los no tratados, sin encontrar cambios entre ellos en el nivel de
interferones y con mayores titulos de anticuerpos contra coccidia en los grupos controles.
Mountzouris et al. (2010) utilizando un cultivo de 5 bacterias adicionado en forma continua
niveles crecientes, obtuvo diferencias en peso en los tratados comparados contra los

controles; pero, los que recibieron avilamicina tuvieron aun mejores resultados (posible
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efecto aditivo). Las aves que recibieron la mayor cantidad del indculo, presentaron
menores cuentas de Coliformes cecales, lo que muestra efectos del producto sobre la micro

flora.

Jiang et al. (2010) aplicaron un probidtico multiespecies previo a la inyeccion de LPS de E.
coli, con lo que se disminuyeron los efectos negativos de la fase aguda de respuesta. Las
aves controles deprimieron su consumo por efecto del LPS; sin embargo, los alimentados
con el probiético disminuyeron menos su consumo total durante el experimento,
principalmente porque recuperaron mas rapido la ingesta de alimento. Los cambios en la
acumulacion de proteina corporal y retencion de energia fueron similares entre los grupos.
Yasui et al. (1994) demostraron que la presencia de bacterias, como Bifidobacterium, en
las PP son factores indispensables para el desarrollo y diferenciacion de las células
plasmaticas (se comentara con detalle en otra seccion), lo que ya se habia descrito en la
participacion de varias lineas celulares para lograr dicho efecto. Este proceso afecta tanto
la produccion de anticuerpos antibacterianos como para virus (Influenza, probada en este
caso), demostrando que la presencia de ciertos tipos de bacterias activan mas la liberacion
de IgA. Bekeredjian-Ding et al. (2007) demostraron que un LPS de S. aureus puede
activar la via de proliferacion de células B, mediante la activacion de TLR2, pero no
necesariamente la produccion de IgM, la cual requiere de otras sefales como TLR7-TLR9

y presencia de otras interleucinas que activen a mas lineas de linfocitos.

Araujo et al. (2013) demostraron que otro tipo de microorganismos, como Z. mobilis, al ser
utilizado antes y durante un proceso séptico inducido, mejora la supervivencia de los
animales, al presentarse menores niveles de TNFa y actividad de mieloperoxidasa (MPO,
en pulmon), con incremento en la cantidad de IL-10 y en la proporcion de neutrofilos que

migraron, en relacion al control.

Fink et al. (2007) reportaron que el efecto de Lactobacillus en células NK, fue consistente
en diferentes cepas, aumentando la proliferacion, citotoxicidad y activacion de otros
marcadores in vitro. Este efecto no fue igual para las CD en la produccion de IFNy activada
por células NK. Se indica que las CD estimuladas por los Lactobacillus incrementan el pool
de NK citotéxicas en la LP. Por lo que se producira mayor cantidad de IL-12, con IFN por

las células NK. Esta accién puede ser controlada por la produccion de butirato por otras
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bacterias, estableciéndose una regulacién alternada entre las bacterias mas

inmunogénicas y las que no lo son.

4.5 Otros aditivos nutricionales que modifican la micro flora y la respuesta

inmune

Los antibidticos promotores de crecimiento (avilamicina, bacitracina metilen disalicilato,
enramicina, entre otros), han sido usados para controlar o modificar la micro flora (Pedroso,
2006). Aunque tienen una influencia sobre el tipo de bacterias presentes, no
necesariamente reducen el numero de bacterias en el intestino (independiente de si son
criados en pisos con posibilidades de coprofagia o en jaulas). Cada antibidtico cambia la
micro flora y algunos reducen mas el numero de comunidades. El efecto neto de los
productos antibiéticos ha sido el incremento en el crecimiento de los animales, aunque no
necesariamente se deba a una menor utilizaciéon de nutrientes por la micro flora, sino que
puede deberse a otros efectos como una menor estimulaciéon del sistema inmune por la
comunidades presentes en el intestino, es decir, un proceso de promocion de menor
inflamacién y menor produccion de citoquinas pro inflamatorias que interfieren el

metabolismo del animal en direccion del crecimiento.

Lee et al. (2012) mencionan que los efectos de la utilizacion de anticoccidiales quimicos o
ionoforos sobre el sistema inmune residen en la capacidad de respuesta de los linfocitos
en el intestino. Ambas drogas son distintas en sus mecanismo de atacar a las coccidias
por lo que el sistema inmune reacciona de diferente forma: ya sea por la proliferaciéon de
un mayor numero de células cooperadoras (CD4+ MHC2+ entre los linfocitos
intraepiteliales del intestino) o por su actividad al ser estimulados por Concavalina A (Con

A), lo mismo que los niveles de interleucinas.

Lesson (2006) reporta que el uso en de acido butirico (recubierto o gliceril-butirato) en aves
vacunadas contra coccidias, previamente y durante una infeccion de coccidias adicional,
permite mantener la ganancia de peso y reduce la incidencia de lesiones en los 6 dias
posteriores a la infeccién. Jerzsele et al. (2012) utilizando un modelo para producir Enteritis
Necrética por C. perfringens, demuestra el efecto en el desarrollo de las vellosidades
(longitud y grosor), y la disminucion en el numero de lesiones en el intestino de las aves,

cuando se alimentan con una mezcla de butirato de sodio, aceites esenciales y/o B.
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amyloliquefaciens, pero no cuando se administran individualmente. Taherpour (2012)
utilizé también la suplementacién de probiéticos, butirato o gliceril-butirato, en aves que
consumieron o no salinomicina para controlar coccidiosis durante 28 dias y retadas con
una mezcla de ocistos de diferentes coccidias. No reporta diferencias en las lesiones
cecales de los grupos. Por otra parte, los grupos con probidticos y acidos organicos
tuvieron menor excrecion de ocistos que el control con salinomicina, aunque no hubo
diferencias entre ellos, y podrian, por lo tanto, ser suplementarios a los programas
comunmente utilizados con antibioticos anticoccidiales. Ao (2012) utilizé un grupo control
sin aditivos y otros con bacitracina de zinc, MOS o un acidificador, con dos tiempos de
acceso al alimento, a las 0 y a las 48 h de eclosion. Se encontraron mayores lesiones a
mayor tiempo de ayuno, pero estas fueron de menor importancia cuando las aves
consumieron MOS. Existe una relaciéon muy importante en la primera semana de vida, entre
el acceso al alimento y los componentes del alimento, como ya se ha mencionado, pero la
pronta exposicion de antigenos (como el MOS) puede cambiar los resultados en

produccion.

Los cambios en la micro flora pueden ser logrados también por la adicion de enzima fitasa
en las dietas, modificando no solo la disponibilidad de los nutrientes para el ave, sino
también para la micro flora. Se pueden demostrar cambios en los porcentajes de
CD4+CD8+ T en el intestino, sin modificaciones en las proporciones, aumentos de IgA y
respuesta de anticuerpos contra ENC. El nivel de 500 FTU/kg no mostré diferencia contra
el de 1000 FTU entre el dia 1 y el dia 28 (Liu et al., 2008).

Dahiya et al. (2007) demuestran que el uso de DL-Metionina o 2-hidroxi-4-metiltiobunaoato,
modifica la proporcion de C. perfringens en aves a 28 dias de edad, pero solo dependiendo
de la dosis de metionina real y no en funcion del tipo de producto usado. La dosis de 0.8%
fue la mejor para reducir la contaminacion con el Clostridium, aunque no se encontraron

cambios en el crecimiento y otras variables productivas.

Otra forma de modificar la respuesta inmune del intestino es la utilizacién de prebidticos.
Estas son moléculas no digestibles o microorganismos muertos que se utilizan para
cambiar el balance de microorganismo e incrementar la salud del intestino (mejorar la
utilizacion de algun nutriente, decrecer la poblacion de alguno, cambiar el tipo de respuesta

del sistema inmune) (Hajati et al., 2010). Entre los microrganismos muertos (o sus
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fracciones), mas usados estan los productos de levaduras y microhongos de diferentes
géneros. Existen muchos productos de este tipo investigados en los ultimos afios por su
relacion a esta capacidad de alterar la micro flora y con ello alterar las respuestas inmune-
productivas de las aves. El caso especial de los productos derivados de levaduras sera

tratado en otro capitulo, por la relacion con el objetivo general de la esta tesis.
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CAPITULO V LA REACCION INMUNE DEL INTESTINO DE LAS AVES A LA
PRESENCIA DE PRODUCTOS CON LEVADURAS EN LA DIETA

5.1 Generalidades

Los mecanismos de accion de los antibioticos promotores de crecimiento no han sido
totalmente descritos, pero si los efectos principales que producen como: el incremento de
la digestion y absorcion de nutrientes, la menor variabilidad de las parvadas y el mejor peso
final (Ferket et al., 2002). Dentro de los mecanismos descritos estan la reduccién del
crecimiento de algunas familias de microbios, la limitacion en la colonizacion y el traspaso
de la barrera intestinal, lo que reduce la exposicion de estas al sistema inmune y la posterior
inflamacion. Este efecto también reduce el tiempo de reparacién de la mucosa (ver Capitulo
IV), y puede interferir con la produccion de ciertas toxinas que producen algunas bacterias.
El incremento de la resistencia a los antibidticos por parte de las bacterias y el posible dafio
que esto pudiera implicar en la salud humana, son las razones que han llevado a la
prohibicion del uso de estos productos en los alimentos para animales, a pesar de los
efectos benéficos en la crianza. Esta prohibicion ha conducido a la necesidad de
implementar otras estrategias para el control de microorganismos en el intestino de las

aves que permita llevar a cabo una produccion 6ptima.
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Otro aspecto de preocupacion que se ha mencionado, es la pérdida de eficacia de las
drogas antibidticas para controlar problemas en las aves. Xavier et al. (2011) reviso las
capacidades de varias drogas anticoccidiales y su relacion con las infecciones a nivel de
campo, encontrando que la liberacion de ocistos por gramo de heces fue mayor para
maduramicina y diclazuril; fue menor para salinomicina, maduramicina, y casi nulas para
nicarbazina. Por afios, se ha detectado que los anticoccidiales han venido perdiendo
eficacia a nivel de las granjas para controlar eficientemente la coccidiosis, por lo que

remediar esta situacién ha sido una razén mas para buscar alternativas a los antibidticos.

Los prebiodticos estan definidos como alimentos no digestibles que tienen efectos selectivos
benéficos en el huésped, por su efecto estimulador del crecimiento corporal o por su
actividad en limitar el crecimiento bacteriano. En numerosos trabajos se ha demostrado la
posibilidad de usar productos de levaduras como parte de la dieta de las aves para reducir
el uso de algunas vitaminas y minerales (Miazzo et al., 2011). Se ha experimentado en
animales con productos ricos en oligosacaridos (OS), derivados del cultivo de levaduras o
de otros hongos como Aspergillus (Hajati y Rezaei, 2010). Todos ellos han mostrado
efectos en las poblaciones bacterianas del intestino, especialmente en las cuentas de
Lactobacillus y Bifidobacterias, que incrementan su numero, y por otro parte, la cuenta de
Salmonella o E. coli disminuyen. Kille et al. (2005) describen las propiedades de S.
cerevisiae para adherirse a diferentes cepas en células de yeyuno de cerdos, distinguiendo
que la adhesividad de las cepas usadas para alimentos es de 13-17%, mientras que las de
S. cerevisiae var boulardii lo hacen de 16-28%, mostrando que existen diferentes
afinidades por el origen de la levadura. Sin embargo, la baja en la produccién de IL-1a no
estuvo directamente relacionada a la adhesividad, lo que significa que siguen un distinto
sistema de relacionarse con el sistema inmune, que no depende solamente de la adhesion

de la levadura a cierta seccion del intestino.

Lindberg et al. (1992) demuestran diferencias en la inmunidad intestinal a la ovalbumina,
B-lactoglobulina, gliadina y levaduras enteras (S. cerevisiae). Especialmente en humanos,
los enfermos de Crohn tuvieron titulos elevados en todos los productos de levaduras con
respuesta en IgA, 1gG e IgM, pero no a la gliadina, ovoalbumina y B-lactoglobulina. Esto
fue considerado un indicador importante de la barrera intestinal que determina el proceso

inflamatorio, donde antigenos como la levadura son los que podrian inducir la presencia de
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ciertas enfermedades asociadas a ellas misma, pero no de otras afecciones (respuesta

selectiva).

Los productos de la fermentacién de las levaduras dejan en los medios de cultivo varias
moléculas (como exotoxinas), que son comunes en algunas cepas, lo que ha sido utilizado
por algunas de estas como forma de prevenir el desarrollo de otros microorganismos en el
medio, incluidas las propias levaduras de otra especie; estos efectos no seran explorados
en esta tesis. Es posible que en alguno de los trabajos referidos pudieran estar afectados
los resultados por estas exotoxinas de levaduras, dado que no se menciona sobre todo en
los trabajos con productos comerciales, si se incluyen o no los medios de cultivo en las
levaduras que son reproducidas (El-Banna et al., 2011). Los medios de cultivo de las
levaduras también pueden tener una serie de bacterias asociadas (no atacadas por las
exotoxinas), que en algunos casos pueden estar relacionadas a los efectos encontrados
como promotores del crecimiento y causar confusion con la via por la cual se presenta el
efecto (Reale et al., 2013).

5.2 La adhesion bacteriana a las levaduras como modelo para describir su efecto

en el intestino

Las paredes de las levaduras se forman por carbohidratos y proteinas de cadenas
ramificadas de glucosa, manosa y N-acetyilglucosamina (Ferket et al., 2002). Las
estructuras compuestas de glucanos y mananos pueden ser reconocidas por el sistema
inmune (TLR, receptores tipo lectina). Se han referido numerosos efectos como la
inhibicion de la colonizacidon de algunas bacterias (S. typhimurium, Campylobacter, E. Coli),
que pueden estar relacionados con la formacién de aglutinaciones de las bacterias con los
elementos de las paredes de la levadura. Derivados de estas investigaciones se han
desarrollado numerosos trabajos para probar los efectos comparativos entre antibiéticos y
los productos de levaduras (PL), con distintos resultados como los ya descritos (aumentos
de peso y disminucion de conversion, similares a los encontrados con los antibiéticos). Por
otra parte, tanto los antibidticos como los PL, reducen también las proporciones de AGV
de cadena corta como el butirico, propiénico, acético (reportados en pavos), y de la
concentracion de amoniaco. El acido lactico a nivel de yeyuno no sufre cambios, lo que
significa que las PL ejercen efectos sobre la micro flora del intestino, siendo posiblemente

uno de ellos, la inhibicion de la adhesién bacteriana a los epitelios.
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Panthong (2005) utilizando seis diferentes productos de levadura probé la capacidad de
adhesion de diferentes cepas de E.coli y S. typhimurium. Cinco de los productos
aglutinaron entre el 60- 70% de las cepas de E. coli y uno de los productos solo el 46%.
Una relacion similar se obtuvo para el caso de S. tiphymurium. Los residuos de manosa en
la superficie de estas bacterias estan ligados con su capacidad de adhesion a la levadura.
La adhesion varié dependiendo del tipo de producto de levadura utilizado, lo que sugiere
la aparicion de estructuras diferentes de los residuos de manosa en la pared y que son
distintos, aun en el mismo género de levadura, pero en otras condiciones de cultivo.
Algunos géneros bacterianos fueron diferentes al tener muy poca afinidad de adhesién por
las levaduras (E. cloacae, E. agglomerans). Aunque todas las bacterias fueron manosa-
especificas, se presentaron diferentes afinidades por estos azlcares, lo que se puede
relacionar con la forma en que las bacterias ocupan distintos nichos de adhesiéon en la
misma parte del intestino (vellosidades o criptas), o en distintas secciones (duodeno,

yeyuno, ileon, ciegos), situacion que ya se habia descrito anteriormente (Capitulo 1V).

Panthong (2005) demostré que la accion de las fracciones ricas de mananos también tiene
que ver con la modulacién de la respuesta de iINOs e IL-6 en macrofagos estimulados por
LPS. Parece existir una competencia dinamica entre las fracciones de manosa en las
levaduras y el TLR4 por el LPS lo que reprime la reaccion. Los macrofagos de pollitos
infectados con E. coli fueron mas productores de NO cuando no tuvieron exposicion previa
a la levadura y con mayor actividad productora de IL-6, este tema sera tratado con mas

detalle adelante en la revision.

Firon et al. (1983; 1984) utilizaron varios oligosacaridos ramificados y lineales, asi como
glucésidos de d-manosa para inhibir la aglutinacion de levaduras y bacterias que poseen
fimbria tipo 1, demostrando una misma afinidad entre algunas bacterias como E. coli y K.
pneumoniae, pero diferente de S. typhimurium. La afinidad esta principalmente

determinada por N-oligomananos en la superficie de las glicoproteinas.

Pérez-Sotelo et al. (2009) reportaron que una cepa de levadura (S. cerevisiae Sc47), puede
tener resultados de aglutinacion in vitro en 57.7% de las cepas aisladas de Salmonella spp
a las que fueron presentadas y en 66.6% de S. serovars que fue también probada;
confirmando la capacidad de reconocimiento entre las paredes de ambos

microorganismos. Line et al (1997) ya habia descrito que el uso de levadura seca a una
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concentracion al 10% de la dieta por 60 h previas al sacrificio, fue suficiente para reducir a
40% el numero de aves positivas para Salmonella spp comparado con el 67% de las
controles; estas concentraciones fueron superiores a las tomadas en granja (53%);
relacionando posiblemente al coeficiente de adhesién entre bacterias y levaduras. Trevesi
et al. (2012) mostraron que es posible lograr una inhibicion de la adhesién de E. coli a los
enterocitos de la vellosidades intestinales en cerdos mediante el uso de productos de
levadura, que se ligan y coagulan a las bacterias previo a que estas se presenten al
enterocito. Existen diferencias entre distintos productos de levaduras en su capacidad de
inhibir la adhesion después de 21 dias de consumo. Estos resultados son consistentes con

los encontrados en aves y otras especies.

Davis et al. (2004) utilizando productos fosforilados de levadura en cerdos alimentados por
14 dias posteriores al destete, encontraron efectos favorables en peso y la conversion de
alimento. Aunque se describe el efecto aglutinador de las cepas bacterianas como causa
del efecto, otras respuestas en el sistema inmune fueron descritas como bajas en el
numero de neutrdéfilos y aumento en los linfocitos. Los MAC’s aislados de lamina propia,
también presentaron mayor capacidad de fagocitosis y describen un cambio en la relacion
entre CD4+:CD8+. Por lo que, la explicacion de la adhesion bacteriana resulta solo una

justificacion parcial del efecto del consumo de PL.

5.3 Proceso inmune ante hongos y respuestas inmunes al uso de levaduras en la

dieta

A pesar que el uso de levaduras en la dieta pudiera afectar la micro flora por los efectos en
la adhesién de algunas bacterias a ellas (como fue descrito anteriormente), muchas otros
efectos sobre la actividad del sistema inmune no pueden ser explicados por esta via. El
incremento en infecciones por hongos (las levaduras son un tipo de hongos), y el mayor
numero de ellos o sus productos en las dietas de humanos y animales ha resultado en la
mayor investigacion del modo en que estos organismos son detectados y atacados por el

sistema inmune.

Los hongos estan representados por varios grupos y desencadenan todo tipo de
enfermedades por inhalacién, penetracion de mucosas, dafo a las comunidades

microbianas del huésped y desordenes metabdlicos (LeibungGut-Landemann et al., 2013).
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Los hongos son inicialmente reconocidos por varias de las colectinas solubles (LLM,
petraxin-2), pero también son opsonizados y fagocitados por un amplio nimero de células,
y estas a su vez, producen sefales moleculares distintas cuando actiuan sobre estos
microorganismos. Los TLR 1 a 4, 6, 7 y 9 estan involucrados en la sefializacion de las
infecciones por hongos. Las respuestas celulares pueden ser de dos tipos. Las que
involucran la activacion de Th1y Th17 (IL-12, TNF, IL-17, IL-22) o bien las que incrementan
la actividad de Treg (IL-10, TGF-b). Se activan también las respuestas de células NK,
MAC’s y CD por via de los receptores dectin-1, dectin-2 y mincle (se describe mas
adelante). La respuesta mediada por linfocitos T puede conferir inmunidad por la via celular
y anticuerpos como en otro tipo de infecciones. Romani (2011) ha demostrado también que
los mecanismos de evasion de la respuesta inmune son variados en los hongos, desde
encubrir receptores para evitar la fagocitosis, como crear una respuesta tipo Th1 deficiente

sin factores externos de opsonizacion lo que impide la eliminacion del parasito.

Drummand et al. (2011) y Romani (2011) mencionan la importancia de los receptores tipo
C (lectinas) dentro de las membranas de células inmunes como MAC’s/CD que son
determinantes en la inmunidad innata contra los hongos. Estos receptores estan acoplados
a Syk kinasa- CARD9-NFkB. Entre ellos se reconoce al dectin-1, dectin-2 y mincle. Dectin-
1 esta especializado en estructuras de tipo glucano (mayormente las 31-3, 1-6), y es uno
de los receptores que inician la fagocitosis, pero mas aun, la actividad de produccion de
peréxidos. Los macrofagos con deficiencia de este receptor, o con isotipos no activos, son
deficientes en la formacion de IL-6 y TNFa. También mediante este receptor se inicia la
actividad citotoxica de células NK y la diferenciacion de CD4+ Th1/Th17 (esto puede ser
también por la via de conversién desde Treg a Th17). Osorio et al. (2008) demuestran que
bajo el mismo estimulo algunas FoxP3+ son convertidas en IL-17+, mientras otras no se
ven afectadas; esta es una situaciébn poco conocida de las Treg que bajo ciertas
circunstancias podrian ser proinflamatorias (se requiere presencia de IL-23 de la misma
CD).

Schorey y Lawrence (2008), muestran que el receptor dectin-1, con la capacidad de ligar
glucanos, es expresado en otras células inmunes innatas (asociados a motivos activados
basados en tirosina, ITAM), como en eosindfilos y células B; y se expresa mas en algunos

tejidos como el respiratorio. Las estructuras de glucanos en general estan cubiertas por

72



las de mananos en las levaduras; sin embargo, en algunos “parches” de la pared es posible
encontrar espacios por donde son presentados ambos al sistema inmune. La asociacién
de dectin-1 y otros receptores como TLR-2 dirigen a los MAC’s en la produccion de TNF,
IL-12p40, IL-1B, IL-6 e INOS. Gatner et al. (2003) también reportan los efectos asociativos
del TLR2 y del dectin-1 en la activacion del NFkB en MAC’s y CD que derivan en la mayor
formacion de IL-12, TNF e iNOS, mostrando los efectos colaborativos de estos PMR. Gales
et al. (2010) utilizando MAC’s deficientes en dectin-1; demuestra que estos no tienen la
misma habilidad para fagocitar C. albicans ni para la produccion de IL-13 y del receptor
activador proliferador de peroxisomas, por lo que el sistema es inadecuado para reducir la

infeccion.

Dectin-1 también regula la produccién de IL-10 por la via de MSK1/2 y CREB en MAC'’s.
Elcombe et al. (2013), demuestran con la activaciéon simultanea por zymosan y curdlan, la
produccion de IL-10 por la via de activacion de MSK1 sobre la fosforilacion de CREB. Los
MAC’s privados de MSK disminuyeron la produccién de IL-10 e incrementaron la de IL-
12p40 en respuesta al zymosan. Este tipo de efectos se ha descrito también por la
presencia de butirato en el medio, lo que cambia la respuesta de los propios macréfagos
para aumentar la produccién de IL-10. Otras citoquinas como TNFa también son inducidas
pero en mucho menor nivel que IL-10 por la presencia de zymosan (producto derivado de
S. cereviceae). Nerren y Kogut (2008), mostraron la existencia del receptor dectin-1 en
monocitos y heterofilos de aves. En ambas células la activacion especifica de este receptor
por efecto del curdlan incrementa la produccién de iNOS in vitro. Brown et al (2003)
demostraron que se requiere la asociacién del receptor dectin-1 y TLR-2 con Myd88 y que
esto es un factor critico en la respuesta a patégenos como los hongos y otros
microorganismos. Jiménez et al. (2008) utilizando CD de ratones susceptibles y resistentes
a coccidioides, estimuladas in vitro con glucanos 31-3 de ocistos u ocistos completos, estas
células tenian mayor produccion de TNF-a e IL-6, IL-23 e IL-12p70 y menor produccion de
IL-10 que las lineas susceptibles. La reaccion fue inhibida por anticuerpos anti-dectin-1, lo
que muestra la necesidad de la asociacion TLR-2 y dectin-1 para reconocer a estos

parasitos. Las lineas susceptibles parecen tener deficiencias en estos tipos de receptores.
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Otro receptor tipo lectina, el dectin-2, es igualmente localizado en células presentadoras
profesionales y es mas especializado en estructuras ricas en mananos (Drummand et al.
2011). Es un factor critico en la resistencia a infecciones por C. albicans. Mincle es un
receptor de la familia de dectin-2; no es un receptor para fagocitosis, pero si para controlar
produccion de linfocinas. Se liga principalmente a manosas e induce la produccion de TNFa
e IL-10; parece estar mas relacionado con la inmunidad a micobacterias (trehalosa 6,6’).
Tanto dectin-2, como mincle requieren de asociarse a otros receptores para activar SyK,
en su caso TLR2 o FcRg. Este tipo de asociaciones regula a su vez la respuesta en
linfocinas y citoquinas por parte de la célula presentadora de antigeno, dependiendo de la
posible patogenicidad del agente. Kercher et al. (2012) reportan sobre el receptor dectin-
2 que aparece en varias células mieloides. Esta familia de receptores identifica a varias
lineas celulares de CD, asociadas o no a receptores FcRy (Mincle, dectin-2, mDCAR) que
activan SyK y dos vias distintas de las copias nucleares de citoquinas, por la via NFKB o
por PLCy2. Boyd et al. (2012) reportan que las aves y los reptiles son los unicos que tiene
un TLR15 que activa NF-k-B por la via HEK293, que reacciona especificamente con lisados
de levaduras, pero no con otros derivados similares de bacteria, o virus; y tampoco a
zymosan. La activacién no representa cambios tan importantes en los niveles de citoquinas
y linfocinas proinflamatorias como la estimulacion de TLR4. Sin embargo, muestra una
respuesta Unica de las aves a los productos de levaduras y la manera como estos generan

la inmunidad.
5.4 Efecto de los productos de levaduras en la respuesta inmune.

Yitbarek et al (2013) utilizaron un producto de levaduras para determinar sus efectos por
42 dias, con o sin BMD y coccidiostato. No se encontraron efectos de la levadura en el
crecimiento y conversion; pero si en la altura de las vellosidades y la relacién altura: criptas
en los grupos suplementados con relacion a los controles o BMD. La respuesta en
citoquinas fue marcada en las tonsilas cecales para IFN-b, IL-6, TGF-b4, IL-2 e IL-4. En la
BF se determind una mayor expresion de TLR2, TLR4 y TGF-b4, y en el bazo de TLR4, IL-
12p35, IFN-g y TGF-b4. Esta reaccioén estaria en linea con la produccion desarrollada por

Th1y Th2, con mayor efecto en las tonsilas cecales.

Munyaka et al. (2012), utilizando dietas con diferentes contenidos de productos derivados

de levaduras en dosis de 0.05 a 0.2% en los alimentos de inicio a final, demuestra la
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presencia de respuesta en el peso corporal en las primeras semanas. Reporta cambios en
el numero de células caliciformes en ileon entre las aves que consumieron levadura con
respecto a los controles. Se presentdé también una mayor expresion de TLR2b en tonsilas
e ileon, sin embargo, la expresién de TLR4 y produccion de IL-6 fue mas baja en los grupos
con levaduras, lo mismo que I1L-12p35, IFN-y e IL-10 en las tonsilas cecales. Yitbarek et al.
(2012), utilizando una infeccion de C. perfringens en pollos que consumieron o no MOS,
obtuvieron pesos bajos y altas conversiones en todos los grupos infectados, aun con el
consumo de MOS. No se presentaron diferencias en la morfologia intestinal (yeyuno e
ileon). Como ya se habia descrito, en los grupos que consumieron MOS se increment6 en
las muestras de ileon la expresion de TLR2b, TLR4, IL-12p35, IFNy e IL-6/IL-10, tanto en
el control, como en los grupos infectados. En las tonsilas cecales aumenté TLR2b por el

reto con C. perfringens, lo cual se define una accién proinflamatoria tipo TH1 asociada.

Jensen et al. (2007) demostraron que es posible aumentar la expresién de CD25 y CD69
(moléculas coestimuladoras), en células NK in vitro, cultivadas con un extracto de
productos de levaduras, lo mismo que de CD86 en linfocitos B, con una menor produccion
de radicales libres (dosis dependiente). Jensen (2007b), utilizando cultivo de levaduras in
vitro cultivando extractos mixtos de linfocitos, muestra la reduccién de produccion de ROS
por neutrofilos, aumento en la activacién de marcadores CD80 y CD86 en linfocitos B y
CD69-CD25 en NK. Otras moléculas como fucoidan y fitohemaglutinina no fueron tan
activas en la produccion de citoquinas y linfocinas en los mismos extractos celulares.
Gomez-Verduzco et al. (2012) muestran diferentes comportamientos del niumero de
linfocitos que se incrementaron en un 20% sobre el grupo control con el uso de productos
de levaduras, con y sin antibidticos en dietas con y sin contaminacion con aflatoxina B1. El
nuamero de heterdfilos, eosindfilos, basofilos y monocitos fue menor lo que implica una
reaccion diferencial de las aves al tratamiento con levaduras. Monroy-Salazar et al. (2012)
también reportan cambios en los niveles intestinales de CD4+, CD8+ y linfocitos circulantes

después de incluir 0.3% de un producto de levadura en cerdos.

Volman et al. (2010a) encontraron que B-glucanos de otros origenes, como los de la avena,
pueden también estimular receptores en enterocitos y linfocitos aislados in vitro, activando
la expresion de NF-kB, la produccién de IL-12 y disminuyendo la produccién de INFy en la

parte proximal del intestino de ratas, pero no en el colon. Esto parece derivarse de la
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induccién inicial de linfocitos, y después estos a los enterocitos. Volman et al. (2010b)
también demuestran los efectos de hongos comestibles en la activacién de receptores a [3-
glucanos con produccion de NO en MAC’s o activacion de NF-kB en células de colon Caco-
2. Los efectos son distintos dependiendo del hongo. Algunos como A. bisporus activan a
los linfocitos sin activar a los enterocitos, y esto es determinado por la estructura ramificada

de los B-glucanos en el hongo.

5.5 Alimentacion de levaduras, parametros zootécnicos y respuesta del sistema

inmune intestinal

Hooge (2004), llevé a cabo una revision de diferentes trabajos publicados entre 1993-2003
donde utilizaron productos de levaduras reportando efectos favorables en el peso corporal
(+1.6%), del indice de conversion (-1.99%), y sobre todo, una baja en las mortandades (-
21.4%), comparadas con los controles no medicados. En los grupos medicados con APC
la mortalidad se redujo en 18.1% cuando ademas se uso productos de levaduras. Estos
resultados implican que hay una diferencia importante en la respuesta inmune de los
animales, que no solo se determina en los resultados del aparato digestivo, sino que puede
abarcar otros sistemas. Yang et al. (2007) utilizando un producto de MOS en aves y
comparando a 35 dias contra un APC, no encontraron diferencias importantes en el peso
final, pero si en las primeras semanas. Otros comportamientos de la morfologia intestinal,
tampoco fueron modificados. Las tendencia solo fueron numéricas. Tampoco encontraron
diferencias en los tipos de bacterias y los conteos de colonias en duodeno, ileon y ciego.
Se muestra que en condiciones de alta limpieza, las diferencias entre los tratamientos
tienden a desaparecer. Gémez y Angeles (2011), muestran una relacién entre el consumo
de productos de levadura hidrolizados y los niveles de lisina en las dietas. Las dietas
mostraron efectos aditivos para el uso de un nivel alto de lisina y los productos de levaduras
en la misma dieta. El consumo de materia seca se incrementé en las aves que recibieron

levaduras.

Shanmugasundaram y Selvaraj (2012) reportan que el uso de un producto de levaduras
muertas a dosis de 0.2% en pollo de engorda resulté en un incremento de la produccién
de IL-10 y disminucion de IL-1 (medidas por expresiéon de mRNA), en las tonsilas cecales
a los 21 dias, sin cambios en la proporcion de CD4+ y CD8+. Se reportaron también

incrementos de Treg (CD4+CD25+) a los 21 y 35 dias del consumo. No fueron reportados
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los mismos cambios en el bazo, lo que sugiere el efecto local de la estimulacion de las
levaduras. Cox et al. (2010) reportan el uso de B-glucano extractado de S. cerevisiae
durante los 7 0 14 dias posteriores a la eclosién, sin obtener cambios significativos en el
peso corporal; el peso relativo de los 6rganos o la relacion de heterdfilos: linfocitos en la
sangre. En las muestras de intestino se encontré una disminucién de la expresion de iNOS
(asociada a respuesta innata), IL-4 e IL-13 (asociadas a Th2) a los 7 dias pero no a los 14
dias. En ambos tiempos de consumo disminuyeron el IL-8 e IL-18 (asociada a Th1). El
iINOS fue superior con la dosis de 0.1% al dia 14. En su conjunto, todos estos indicadores
muestran una menor actividad proinflamatoria en el intestino, aunque esto no se refleje en

parametros productivos.

Hooge et al. (2003) reporta cambios en el peso de pollos de engorda con diferentes niveles
de MOS y la presencia de antibioticos promotores de crecimiento, comparados con pollos
no suplementados en programas tipo dual, pero con cambio a la baja en mortalidad.
Brennan et al. (2014), utilizando un fraccién enriquecida de mananos y BMD consiguen
mejores pesos de las aves a 42 dias en comparacion a los controles solo con BMD.
También se presentaron cambios aparentes en el tamano de las vellosidades, la relacion
de vellosidades: criptas y en el nimero de células caliciformes en los grupos con mananos.
Brennan et al. (2014) utilizaron fracciones de levaduras en comparacion a BMD,
encontrando cambios en la morfologia intestinal (tamafio de vellosidades, nimero de
células caliciformes en yeyuno) a los 21, 35 y 42 dias de uso del producto con relacion a
los controles sin medicacion, y similares a los obtenidos con BMD. Brimmer et al. (2010)
utilizando MOS en diferentes niveles o mananos solubles, no encontraron cambios en el
indice de conversién (15 dias de consumo solamente). Ambos productos causaron

aumento de la densidad de células caliciformes.

Baurhoo et al. (2007) utilizando productos de levaduras o lignina, observaron cambios en
la micro flora del intestino de pollos, que se pudieron asociar con mayor desarrollo de las
vellosidades intestinales en los pollos que consumieron los productos con relacion a los
qgue no lo hicieron o solo consumieron antibidticos. Los que utilizaron productos de
levaduras, tuvieron cuentas diferentes de Bifidobacterias en el ciego y menor excrecion
fecal de E. coli. Baurhoo et al. (2009) en otra evaluacion donde utilizaron modelos con

diferentes promotores de crecimiento, en comparacion a niveles altos o bajos de MOS, no
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encontraron diferencia importante en el peso, pero si incremento del tamafio de
vellosidades y de células caliciformes tanto en los MOS, como antibiéticos promotores. Los
grupos que consumieron MOS tuvieron mayor nimero de Bifidobacterium y fueron libres
de Salmonella, ademas de una amplia reduccién en E. coli y Campylobacter a los 34 dias
(no a los 14 ni 24 dias). Morales-Lopez et al. (2009) utilizando paredes de levaduras,
mananoproteinas o extactos de glucano (b-1,3/1,6-glucano), a diferentes dosis en dos
experimentos en aves, no encontraron diferencia en el peso del timo entre las aves
tratadas, pero si con respecto a las controles negativos o con un APC, en los cuales el timo
mostré menor peso. En cuanto al peso a los 42 dias no se reportaron diferencias
significativas; sin embargo, si las hubo en el tamafio de las vellosidades y con menor peso
del higado y el intestino en las aves que recibieron el tratamiento con las paredes de
levaduras, pero no con los otros tratamientos. No se reportaron cambios en el peso de la
BF o en el bazo. Solis et al. (2007) encontraron también diferencia en el tamafio de las
vellosidades y superficie de las mismas, y un mayor numero de células caliciformes, a los
7 y 21 dias en pavos alimentados con un extracto de levaduras. Las diferencias fueron
mayores en las muestras de ileon que en yeyuno o duodeno, sugiriendo que el extracto

fue un factor de desarrollo en algunas regiones del intestino.

Corrigan et al. (2011) Utilizando PL en dosis de 1 y 2 kg durante 42 dias, no encontraron
diferencias significativas en el peso ni en el indice de conversion en pollos, pero si hubo
alteracion de la composicion de la micro flora bacteriana (medida por evaluacion de
16SrRNA), en relacion al grupo control en las medidas realizadas a los 7 dias (tomadas de
ciegos). El tipo de bacterias analizado fue Phylums Femicutes (clases Clostridia y Bacili),
Bacteroidetes (clase Bacteroidia) y Proteobacteria (clase Gammaproteobacteria). Las
poblaciones a los 14 dias fueron mas bajas en los grupos con PL, pero en los siguientes
dias, los numeros se mantuvieron similares entre los grupos controles y tratados. Zdunczyk
et al. (2005) utilizando MOS en dietas de pavos (entre 0.1-0.4%) obtuvieron diferencia en
el peso a las 16 semanas, sin cambios en pH de ciegos e ileon y menor concentracion de
amoniaco en las dosis mayores de MOS. La concentracion de AGCC fue diferente entre
los grupos al expresarse en mmol/kg de peso vivo, presentaron una diferencia del 50% en
la produccion de butirato, con caida del acetato. Se presentdé también aumento de
Bifidobacterum, pero las cuentas de Lactobacillus no fueron distintas, mientras que las de
E. coli fueron menores.
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Morales-Lopez y Brufau (2013) utilizando paredes de levaduras en el alimento de aves
retadas con LPS de E. coli con y sin coccidiostatos o APC o enzimas, observaron
disminucion del peso por efecto de la inyeccion de LPS, pero este efecto no ocurrié en las
aves que consumieron las paredes de levaduras. También hubo hipersensibilidad cutanea
y mayor peso de la BF. Shashidhara y Davegowda (2003) encontraron incremento de la
incubabilidad en huevos provenientes de reproductoras que consumieron un producto con
MOS de S. cereviciae, con aumento de los titulos séricos anti-IBDV, tanto en las madres
como en los huevos y en los pollitos (mediciones a las 4 semanas). Oliveira et al. (2009)
demostraron que incluir una mezcla de MOS y enzimas (fitasas, proteasas, celulasas y
amilasas), en aves vacunadas contra IBDV y ENDV, resulté en un incremento en los titulos
séricos de anticuerpos desde la semana 3. Existe una posible asociacion entre la mejor

digestion de nutrientes (incluidos los NSP), y la respuesta inmune promovida por el MOS.

Tokic et al. (2007) reportaron diferencia en peso corporal y diminucion del indice de
conversién alimenticia en pollos adicionados con MOS en comparaciéon con el grupo
control. También encontraron mayores titulos cuando se revacuné contra ENC y una mayor
reaccion de hipersensibilidad a fitohemaglutinina (PHA, por sus siglas en inglés). Huff et al.
(2006) Usando un polisacarido de 31-3/B1-6 glucanos de S. cerevisiae ofrecido durante los
7 o 25 dias anteriores a un reto con E. coli en pollos de engorda, demostraron que la
mortalidad fue reducida de un 63% en el control, y a 53% con el consumo durante 25 dias,
y a un 47% con un consumo de solo 7 dias. Sin embargo, también se reportaron

disminucion en el peso de las aves alimentadas con el PL durante 7 o 25 dias.

Lavielle et al. (2004) utilizando un extracto de $-1-3 glucomananos por via oral en el agua,
consiguio incremento en los titulos de anticuerpos contra la enfermedad de NC, con solo 7
dias de la suplementacién. Se utilizaron dosis de 4-15 ppm, lo que representa una dosis
inferior a la utilizada en muchos otros trabajos con productos de levaduras comunmente
aplicados en el alimento. Cheled-Shoval et al. (2011) utilizando MOS en solucién para
administrar a embriones de pollos en los 3 dias antes de la eclosién, demostraron un
incremento del MRNA MUC2 en intestino (tres veces sobre el control). Al nacimiento el
desarrollo de las vellosidades fue de 20% a 32% mayor, lo mismo que el nimero de células
caliciformes y la expresion de TLR4. El efecto no se prolongé en el tiempo; se sugirié que

el cambio no fue mediado por la micro flora, sino por un efecto directo del MOS. La
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presencia de moco diferenciado podria inducir el desarrollo de mayor numero de
Lactobacilos y Bifidobacterias que tuvieran que ver con el efecto en tamano de las

vellosidades.
5.6  Asociacion entre la resistencia a coccidiosis y el consumo de levaduras

Emulsharaf y Beynenen (2007) describen que hay varias alternativas probandose para
aumentar la resistencia de las aves a las coccidias (probidticos, prebidticos, vacunas,
enzimas, otros aditivos herbales o manejo de los ingredientes), con limitados efectos dada
la complejidad del ciclo de vida de las coccidias, la falta de inmunidad cruzada entre los

géneros y las diferencia de patogenicidad de las cepas de campo.

La prohibiciéon del uso de drogas, como los arsenicales, que por mucho tiempo fueron la
clave para mejorar la respuesta de los pollos de engorda a la infeccion por coccidia, ha
sido estudiada por algunos investigadores, determinando la ventaja que puede tener la
sustitucion de estas drogas por el uso de productos con paredes de levaduras. Zhu et al.
(2000) mencionan que los principales factores relacionados con la resistencia a las
coccidias se pueden determinar por: la eliminacion de ocistos en las heces, la ganancia de
peso, la concentracion de carotenoides en sangre y la produccion de iNOS, para poder

calcular un indice de infeccién para ser usado en las pruebas.

La infeccion por coccidia también ha sido estudiada por los efectos de inmundgenos
propios de la enfermedad, que ademas pueden ser considerados cuando se evaluan los
productos de levaduras en la misma secuencia de infeccion. Ayaz et al. (2008) utilizando
vacunas de gametocitos vivos o inactivados, producen una reaccion localizada en el bazo
en aves, relacionandose con una mayor produccion de IgA (270%), 19G (225%) e IgM
(300%); los niveles de estas células productoras se relacionaron inversamente con la
excrecion de ocitos en heces. Esto demuestra una relacion importante entre las

inmunoglobulinas y la proteccion contra Eimeria.

Galuska y Murray (1984) desarrollaron una forma de inmunizacién que utiliza una
suspension de ocistos extractada y purificada, con otra parte de una fraccion de
esporozoitos (15 diferentes polipéptidos), que son capaces de desarrollar una respuesta

inmune medida por la produccion de inmunoglobulinas. Juarez et al. (2007) utilizando aves

80



vacunadas y retadas contra coccidia, demostraron que las aves vacunadas tuvieron menor
peso que las no vacunadas, y las aves retadas tuvieron pesos aun menores. Las aves
retadas/no vacunadas tuvieron los mayores niveles de excrecion de ocistos y el mayor
incremento de IgA en los 7 dias post infeccion; las aves vacunadas/retadas tuvieron un
menor incremento de IgA en ciego y una menor excrecion de E. acervulina y E. Maxima,

pero no de E. tenella que las retadas/no vacunadas.

Ho-Hong et al. (2006) analizaron la expresion génica en linfocitos que resultd de la infeccion
por coccidias en aves en la secuencia primaria o secundaria del proceso. Las interleucinas:
IFNa, IL-1B, IL-6 e IL-17, se incrementan varias veces después de la primera infeccion; sin
embargo, estas mismas casi no sufrieron cambios durante la segunda infeccion. Se
aprecian diferencias en las citoquinas estimuladas por E. acervullina o E. Tenella, pero
también se detectaron cambios en la produccion de IFNy, IL-2, IL-10 e IL-12 en menor
amplitud que en las proinflamatorias. Se observé una mayor expresion de TLR-2 en la
infeccion por E. acervulina y de TCR1+ e IL-16 en el caso de E. Tenella. La expresion

mayor de IL-10 solo fue detectada en CD4+ en el caso de E. acervulina.

Pérez-Carbajal et al. (2010) Usando dietas altas en arginina o vitamina E en aves
infectadas por Eimeria spp, demostraron que niveles altos de ambas pudieran ser utilizados
para mejorar la respuesta al reto por coccidias evaluadas por las lesiones intestinales,
principalmente en yeyuno pero no en ciegos o duodeno; sin cambios en los niveles de IgA
en suero a los 14 dias post infeccion. Silvia et al. (2011) empleando dieta alta en vitamina
E (65 mg/kg alimento) en aves vacunadas contra coccidia, obtuvieron mejor respuesta en
sensibilidad cutanea en aves a los 36 dias. Dalloul et al. (2002) demostraron que la
deficiencia de vitamina A comprometié la inmunidad intestinal contra coccidias medida por
la excrecion de ocistos y los niveles de IFNy. Las proporciones de CD4+ fueron muy
afectadas por la deficiencia de vitamina A y no tanto para CD8+. Los niveles de IgA fueron
mas altos en los deficientes de vitamina A no retados, pero casi nulos en los retados,
incluyendo los normales de vitamina A, lo que significa una amplia relacion entre la vitamina

Ay la aparicion de la respuesta a coccidias.

Rodrigues et al. (2000) usando ratones libres de gérmenes, demostraron la capacidad de
S. boulardii de colonizar el intestino e incrementar la producciéon de IgA totales (7 vs 4

mcg/g), como anti-S. boulardii (2 vs 0.5 mcg/g). La cantidad de células de Kipfer se
81



incrementé significativamente, con aumentos de TNF-a, IFN-y e IL-12b. También se
disminuyé el tiempo de presencia de E. coli en la sangre de animales infectados. Mc
Dougald. (2008) reportaron reducciones en la presentacion de lesiones por E. maxima o E.
acervulina, pero no por E. tenella, cuando sustituyo roxarsona por MOS durante 42 dias en
pollos. Dawson y Sefton (2006) patentaron un programa de uso de paredes de levaduras
(0.5-20 kg por tonelada) para reducir los problemas de coccidiosis en pollos, mostrando
diversos trabajos donde obtienen resultados positivos con el consumo de productos que
proponen. McCann et al. (2006) utilizando MOS vy taninos, no encuentra diferencia en el
peso de aves retadas a los 28 dias y evaluadas 7 dias después. La reduccion de las
lesiones fue mayor en el grupo MOS para E. acervulina, pero no para E. m&xima; para E.

tenella la respuesta fue mejor con la combinacién de ambos productos.

Gomez-Verduzco et al. (2009) Utilizaron un producto basado en paredes de levaduras en
forma continua en el alimento de pollos durante las primeras 4 semanas de vida,
encontraron un incremento de la respuesta humoral del intestino (IgA), de la respuesta
mediada por células (prueba en cojinete plantar), y una reduccion de excrecién de coccidias
en las heces con o sin el uso de vacuna de coccidias. Estas diferencias se expresaron en
un mayor peso de los animales a las 3 semanas de vida. El uso de anticoccidiales mejoré
el peso sobre los lotes vacunados con coccidia. Elmusharaf et al. (2006) utilizando un
modelo de infeccion por E. tenella (con produccién de lesiones y eliminacién de ocistos, sin
efectos aparentes en el peso), pudo observar disminucién en el nUmero de esquizontes,
aunque no en las lesiones cecales, ni incrementos en los pesos. La infeccidn ocurrié entre
el dia 8-12 de crianza y el consumo del producto de levaduras fue continuo. Guo (2004)
utilizando extractos de dos tipos de hongos Lentinus edodes y Tremella fuciformes y la
hierba Astragalus membranaceus, durante el periodo entre 8-14 dias, demostré que se
incremento la produccion de IgA e IgM (en suero) a 14 y 21 dias post-infeccion por Eimeria.
El grupo con Astragalo tuvo mayores niveles de IgA, incluso que los infectados (a 7 y 14
dias post infeccion, en suero y ciegos), también se vio influenciado el factor de proliferacion
de esplenocitos. Nolet et al. (2007) utilizando aves con y sin vacuna contra coccidiosis y
con y sin MOS, que luego fueron retadas con una combinacion de Eimerias, encontrd que
las aves retadas y que recibieron MOS presentaron mayor peso con respecto a los grupos
que no usaron el producto. La proporcién de lesiones disminuyo en los grupos vacunados,
con o sin MOS. Las lesiones fueron menores aun para los grupos vacunados con MOS en
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caso de E. maxima y E. tenella, pero no de E. acervulina. Cortés y Garcia (2005) utilizando
nicarbacina/salinomicina en un programa dual en comparacion con aves que consumieron
MOS sin tratamiento anticoccidial durante 21 o 49 dias (todo el periodo de crianza), no
observaron diferencias de peso a los 21 y 49 dias. Los animales fueron infectados a los 21
dias con E. acervulina. Se encontraron lesiones de bajo desarrollo a los 6 dias post
infeccion y menor produccion de ocistos en aquellos que consumieron MOS. Tampoco se
presentaron diferencias en pigmentacion al final de la crianza. Esto sugiere la posibilidad
del uso de productos de levadura para los programas de control de coccidias sin

antibiodticos.

Stanley et al. (2004) utilizando un producto de residuos de cultivo de levadura en
experimentos diferentes con grupos infectados con E. tenella, E maxima y E acervulina,
encontraron mejores pesos con el uso del producto en relacion al uso de lasalocid (tres
experimentos en camas recicladas). Los pesos disminuyeron en todos los grupos al tiempo
que la cama se uso6 en parvadas subsecuentes (la misma para tres experimentos), y se
aumentoé la humedad. El conteo de ocistos (ocistos/g de cama x 100), en el grupo con
levaduras disminuyé hasta un 30% con respecto al control y el grupo con coccidiostato
disminuyd en un 48% al final de los tres experimentos. El peso del higado fue superior al
control unicamente en el caso del tercer experimento, relacionado el mayor uso de la cama,
que aumentd las cuentas microbianas en la cama, y las posibles lesiones secundarias ya
descritas. El uso del cultivo de levadura demostré ser una opcion al uso de lasalocida o

bacitracina.

Faber et al. (2012) utilizando MOS alto en galacto-mananos (derivados de astillas de
madera), reprodujo los efectos ya encontrados con los MOS de S. cereviseae en aves
infectadas por coccidia, con dosis de 0, 1, 2 y 4% de la dieta total en aves infectadas por
E. acervulina. En las aves no infectadas se observaron incrementos de peso, sin
consecuencias en la concentracion de butirato cecal, pero con incrementos de
Bifidobacterium en ciegos. No se midieron excreciones de ocistos. Los efectos no fueron

tan efectivos como con MOS de levadura.

Gao et al. (2008) utilizando producto de levaduras en dosis de 0 a 7.5 kg/ton de alimento
durante 42 dias en pollos, encontraron un respuesta cuadratica con mejores resultados en

2.5 kg para el crecimiento. El uso del producto de levadura aumento los titulos séricos a
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ENC, la concentracion de IgA a nivel de duodeno a 42 dias (100% mas que el control),
pero no a 21 dias (en suero). Pero a nivel intestinal, el nivel de IgA (secretorias) fue 150%
mayor, pero fue aun mayor con 7.5 kg/ton tanto a 21, como a 42 dias. La reaccion a la

mayor dosis es en sentido contrario al peso del ave.

Gao et al. (2009) utilizando un producto de fermentacién de levaduras en diferentes dosis
en pollos retados con E. tenella, reportaron pesos menores por la infecciéon en los grupos
controles, pero no en los adicionados con levaduras. Se demostré aumentos de CD3+,
CD4+, CD8+ y del radio de CD4+/CD8+ en sangre, higado e ileon. La concentracion de

IgA fue superior también en los 7 dias post infeccion.

Broomhead (2013) reportd un experimento con grupos no tratados, no infectados, en
relacién a grupos con PL, con y sin salinomicina como anticoccidial. Las aves fueron
retadas a los 21 dias con un paquete de Eimerias y evaluadas a los 6 dias post infeccion.
El uso de la mezcla de salinomicina y PL fue mejor en relacion al uso de solo salinomicina
o de solo MOS en relacion al control infectado no medicado. También se reporté reduccion
en las lesiones en todas las secciones del intestino por el uso del antibiético o levaduras.
Los conteos de occistos disminuyeron mas rapidamente también en estos grupos (dosis

de levaduras de 1.25 kg/ton).

Dada la importancia que tiene la infeccién por coccidias en la fase de produccion del pollo
de engorda en confinamiento, y la necesidad de reducir los efectos negativos de la misma
en un entorno donde los antibiéticos seran utilizando cada vez en menor grado, incrementar
nuestro conocimiento de la forma en que podemos mejorar la respuesta inmune de las
aves ante esta enfermedad, tiene un valor importante para el mercado. La respuesta
inmune que se ha caracterizado contra las coccidias es una interaccion muy compleja con
la intervencion de varios grupos celulares en el intestino, reaccion que puede ser modulada

para mejorarla por el uso de diferentes aditivos en la dieta.

El objetivo fundamental de esta tesis es describir las relaciones de los resultados de un
proceso infeccioso provocado por coccidias, en relacion con la presentacion de las LLM y
otros efectos sobre la respuesta inmune del intestino en aves que han o no consumido

productos de levaduras previamente a la infeccion.
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CAPITULO VI JUSTIFICACION
6.1 Planteamiento del problema (situacién actual)

La prioridad para la industria del pollo de engorda es la busqueda de un mecanismo de
control no antibiético para coccidiosis. El uso de vacunas para modular la respuesta inmune

ante las coccididias ha sido la opcién mas utilizada para sustituir los antibiéticos. Esta
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opcion si bien ha probado ser de utilidad en aves de vida larga (gallinas de postura y
reproductoras), no es tan eficiente en el pollo de engorda con vida muy corta y crecimiento
acelerado. (McDoulgald ,2008) (Elmusharaf et al.2007)

La utilizacion de vacunas de coccidia elaboradas con cepas atenuadas o cepas autdgenas
implica que se debe presentar en el intestino una infeccion por las coccidias con un nivel
bajo tal que el sistema inmune reaccione y las pueda controlar, confiriendo una inmunidad

al ave para evitar otros contagios por cepas mas severas del parasito. (Lillehoj et al. 2003)

Este proceso, ademas de causar una reaccion inmune inflamatoria en el intestino, implica
que el ave desarolle también pérdida del apetito, elevacidén de la temperatura y un gasto
de energia superior al estimado para su mantenimiento; lo que en conjunto se expresa
como un retardo en el crecimiento, que puede ser que si se dejara desarrollar la infeccion
de campo, que por otro lado, no siempre es compensado econémicamente como si se

hubieran usado antibiéticos para prevenir estos efectos.

La inmunidad a las coccidias esta mediada por: 1) una respuesta primaria con la produccion
de IgA 'y, 2) una accién de linfocitos citotoxicos. La velocidad de esta reaccion distingue a
las aves resistentes de las que son mas susceptibles a la enfermedad. Si bien se ha
determinado que existen aplotipos mas resistentes a la infeccién (por mejor produccion de
IgAs y respuesta celular mas rapida), no se ha dado en las lineas comerciales la seleccion
genética a este factor, por lo que no se pueden tener por ahora parvadas genéticamente

“resistentes”. (Dalloul et al 2003)

La utilizacion de productos de levaduras de diferentes tipos (completas, dobles
fermentados, paredes, nucledtidos y otras combinaciones) ha mostrado ser un factor
potencialmente favorable en la respuesta de las aves a liberarse mas rapidamente de los
efectos nocivos de la infeccion por coccidias. Si bien esta asociacion se ha mostrado en
varios trabajos, el mecanismo por el cual ocurre este efecto no ha sido estudiado a
profundidad de manera que pueda optimizarse el efecto a nivel de las parvadas de pollo

de engorda. (Hooge ,2004)

Los productos de levaduras generan por si mismos un respuesta inmune que ha sido

evaluada por la presencia de IgA en la luz intestinal. Sin embargo, existe poca informacion
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del desarrollo de otras respuestas del sistema inmune innato o el mediado por células.
Dada la presencia de patrones de moleculares de patogenicidad (PMP) en las diferentes
estructuras de las levaduras, estas pueden estimular Receptores Tipo Toll (TLR), como el
TLR> y del tipo Lectina (LLR) Dectin 1, que se presentan en las células dendriticas y
estimulan la reaccion de las mismas al entrar en contacto con las levaduras en las
vellosidades intestinales o en las placas de Peyer; Se ha demostrado que este efecto existe
y que aparecen una serie de interleucinas (IL-12, IL-10, TGF) que principalmente estan
relacionadas con la maduracion de linfocitos Treg, y estos a su vez, apoyan el cambio de
produccion de IgA en las células plasmaticas desplegadas en el intestino. (Cong et al.
2009), (Nerren et al. 2009)

Por otra parte, se ha demostrado también que los macrofagos y los linfocitos citotoxicos,
aumentan sus capacidades para manejar antigenos, o que se conoce como “armado”de
los mismos, muy importante para activar una respuesta inmune mas pronta ante los

antigenos.

Dentro de las respuestas innatas a la presencia de patdgenos, existen ademas de las
lineas celulares, proteinas defensivas también. La Lectina Ligadora de Mananos (LLM) es
una de las proteinas de la fase aguda que ha mostrado ser determinante en la reaccién
inmune para detener infecciones de diversa indole. Las LLM son capaces de ligarse a PMP
similares a los presentados por las levaduras y otros microorganismos, al fijarse al PMP
activan la via alternativa del complemento, por lo que pueden destruir a los
microorganismos o inactivar virus. Adicionalmente, la presencia de la LLM incrementa la
capacidad fagocitica de los macréfagos y la reaccion citotoxica de los linfocitos.( Wang et
al 2011) En las aves se ha demostrado que estan presentes entre las 48-96 horas de
iniciar la infeccion, (como Bronquitis infecciosa, Gumboro, Laringotraqueitis, E. coli), y que
son un factor que beneficia al ave aumentando su resistencia a la enfermedad. (Juul-
Madsen et al. 2011)

En el pollo de engorda existen dos tipos genéticamente distinguibles en cuanto a la
capacidad para aumentar el contenido sérico de LLM. Uno de los aplotipos produce un
nivel bajo, aproximadamente 5-9 ug/ml de sangre, mientras que el aplotipo reactivo puede
subir los niveles para llegar a mas de 15 pg/ml. Estas lineas genéticas no estan

seleccionadas en las aves comerciales. .( Lauresen et al. 2000)
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La relacién entre el consumo de levaduras por pollos de engorda y el posible papel que

pudiera tener las LLM en la respuesta inmune de los mismos no ha sido explorada. Esta

relacion pudiera ser de importancia para mejorar la respuesta a infecciones por coccidia y

por lo tanto ser un factor importante en la crianza de pollos de engorda para el control de

la coccidia sin el uso de antibidticos.

6.2 Hipoétesis

6.3

Ho. La suplementacién con productos de levaduras en pollos de engorda, no
producira una respuesta aguda en la produccion de LLM en aves no infectadas por

coccidia

H1: La suplementacién con productos de levaduras en pollos de engorda, producira

una respuesta aguda en la produccion de LLM en aves no infectadas por coccidia.

H.: La suplementacién con productos de levaduras en pollos de engorda, ademas de
incrementar la produccién de IgA y aumentara los niveles séricos de LLM en aves

infectadas por coccidia.
Objetivos

Evaluar la respuesta sérica de LLM diferencial entre aves que consumieron o no
productos de levaduras a los 4, 7 y 14 dias del inicio del consumo, comparando las

diferencias entre los grupos reactivos a la produccion de LLM y los no reactivos.

Determinar los efectos sobre las variables zootécnicas: peso, consumo alimento,
ganancia de peso de las aves entre las que consumieron o no productos de

levaduras y, que sean o no reactivas a la produccion de LLM.

Determinar los cambios en la morfologia microscopica del intestino en aves que
recibieron levaduras a los 4, 7 y 14 dias de iniciado el consumo y su asociacion con

la condicion reactiva o no reactiva a la produccién de LLM.
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4. Evaluar la respuesta humoral por ELISA a la vacunacién por Virus Enfermedad de

NewCastle (VENC) en relacion a su reactividad o no en la produccion de LLM.

5. Comparar la respuesta humoral de IgA en intestino durante el uso de productos de
levaduras en el alimento por 28 dias, con y sin infeccién por coccidias de baja

patogenicidad.

6. Comparar la respuesta sérica en la produccion de LLM en aves después de 28 dias
de consumo de productos de levaduras, con y sin la infeccion por coccidias de baja

patogenicidad.

7. ldentificar los cambios en la morfologia microscopica de intestino de aves que
consumieron productos de levaduras por 28 dias y su relacién al tipo de reactividad
0 no a la produccién de LLM en aves con y sin infeccién por coccidias de baja

patogenicidad.
6.4 Limites y alcances de la tesis

La incapacidad de tener un grupo control previamente seleccionadas de aves por su
aplotipo reactivo o no a la produccién de LLM, limita la posibilidad de contar con una
evaluacion con mas especificidad sobre la influencia de este factor en la respuesta inmune.
Por esta razon, este factor genéticamente determinado se puede apreciar solo por la

respuesta sérica, posterior a los retos.

Para producir la infeccion por coccidias se depende de una serie de cepas atenuadas que,
a las dosis usadas, pueden no causar el tipo de lesiones adecuadas para disparar una

respuesta inmune suficiente para marcar un diferencial entre los efectos.

La produccion de IgA en el intestino puede determinarse a nivel de totales, pero no a nivel
de especificidad que probaria una reaccion directa, como por ejemplo, contra las

estructuras de la levadura.

Con esta tesis se busca aumentar el conocimiento de la respuesta inmune ante la infeccion
por coccidias y qué factores pueden ser usados para disminuir el dafio provocado por esta

enfermedad en la produccion moderna de carne de pollo de engorda
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CAPITULO VII EXPERIMENTO 1

Concentracion de Lectina Ligadora de Mananos en Pollos de Engorda
alimentados con un producto fermentado por levaduras y vacunado con virus

de Newcastle.
7.1 Resumen

El objetivo de esta investigacion fue evaluar las concentraciones séricas de la Lectina
Ligadora de Mananos (LLM) en diferentes edades de pollos de engorda alimentados con
cantidades crecientes de un producto Fermentado por Levaduras (PFL) y que
adicionalmente fueron vacunados contra la Enfermedad de Newcastle (ENC). Ochenta
pollitos mixtos Ross B308 fueron enjaulados individualmente. Grupos de 20 aves tomados
al azar fueron asignadas a diferentes niveles de PFL (0, 400, 800, 1600 ppm en el
alimento). Las aves tuvieron acceso libre al alimento. Las concentraciones de LLM fueron
determinados a 17,21,28,35. A los 21 dias, todas las aves fueron vacunadas con ENC
(ocular) y los titulos de anticuerpos (Ac) contra ENC se determinaron a los 35 dias de edad.
Los datos de LLM se evaluaron con un proceso MIXTO; ANOVA fue utilizada para los Ac
y los otros datos de desempenio productivo; también se corrieron modelos de regresion. La
concentraciéon de LLM mostré un patrén cuadratico (p<0.05) durante los diferentes dias de
muestreo con una tendencia decreciente hacia el dia 35. La vacunacion contra ENC no
tuvo ningun efecto en la concentracion de LLM. Los titulos de anticuerpos mostraron un
patrén cubico (p<0.05) teniendo el minimo de los titulos al nivel mas alto de PFL. En
conclusion, la concentracion de LLM decrece con el tiempo, alcanzando el valor minimo a
los 35 dias, pero el consumo de PFL no afecto la concentracion de LLM durante el
experimento, pero si se asocié con la disminucion de titulos de Ac contra ENC a los 35 dias

de edad. La vacunacion contra ENC no afecto los niveles de LLM a los 35 dias.

Palabras clave: pollo de engorda, probiético, Inmunidad, desempeio.
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Introduccion

Los beneficios del uso de los Antibiéticos promotores de Crecimiento (APC) en la salud y
el crecimiento de los animales ha sido muy bien documentados en la literatura cientifica,
aunque existen argumentos en contra del uso extensivo de estos productos que podrian
conducir al desarrollo de Resistencia en bacterias patégenas y convertirse estas en un
riesgo para la salud de animales y humanos. (Gomez y Angeles, 2011; Gomez et al., 2012).
En consecuencia, varios aditivos alimenticios han sido evaluados para reemplazar a los
APC. (Faria-Filho et al., 2006; Barbosa et al., 2010). Uno de los mas estudiados como
reemplazo han sido los productos de levaduras y sus derivados ricos en mano-
oligosacaridos (MOS). Un meta-analisis que incluyd 21 estudios en pisos concluyé que los
pollos de engorda en cuyas dietas se incluyd MOS tenian pesos corporales similares e
indices de conversidon menores, asi como mas bajas mortalidades que los alimentados con
las dietas adicionadas de antibidticos (Hooge, 2004). Adicionalmente, otro holo-analisis
que incluyé 32 publicaciones con el uso de MOS como aditivo confirmaron los efectos en

pollos de engorda. (Rosen, 2007).

Los estudios realizados en condiciones de campo y experimentales han mostrado que los
diferentes productos de MOS pueden mantener la salud intestinal de las aves contra retos
tales como la infeccién por coccidias, E. coli y Salmonella spp. Sin embargo el mecanismo
subyacente a estas respuestas no ha sido completamente determinado. (Gémez-Verduzco
et al., 2009; Gomez and Angeles, 2011; Gémez et al., 2012).

Un modo de accion propuesto para la accion de Levadura y MOS implica que las
estructuras de las membranas ricas en unidades de Manosa pueden unir a bacterias
potencialmente patdgenas, particularmente aquellas que tienen fimbria tipo 1,
disminuyendo su capacidad de adhesion a los enterocitos y su colonizacion. En otras
palabras, diferentes bacterias pueden aglutinar MOS con distinta capacidad.(Oyofo et al.,
1989; Spring et al., 2000; Hooge, 2004). Aun mas, Sheng et al. (2006) encontraron que
aislado de Mananos de levaduras pueden ligar Lactinas tipo C de receptores de Manosa,
como las expresadas en células presentadoras de antigeno incluidas CD y MACs. Como
estos receptores determinan la endocitosis, estos pueden ser seleccionados como ligandos
para estimular la respuesta en las células inmunes. (Cox et al., 2006). Receptores ligadores

de Manosa han sido descritos como posibles adyuvantes capaces de introducir una
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respuesta de inmunidad protectiva y son importantes para desarrollar estrategias de

vacunacion en vacunas de mucosas. (Cox et al., 2006).

En humanos la Lectina Ligadora de Mananos (LLM) una proteina de origen hepatico juega
un papel crucial en la inmunidad innata contra levaduras como la Candida spp. (Laursen,
2003; Brouwer et al., 2006; Brouwer et al., 2008). Las LLM pertenecen a la familia de las
lectinas calcio dependientes (colectinas) y son capaces de activar la cadena de
complemento al fijarse a carbohidratos microbianos y la opsonizacién aumentando la tasa
de destruccion de los microorganismos. (Valdimarsson et al., 1998). Las LLM se unen a
las manosas, la N-acetilglucosamina y otros derivados presentes en la superficie de varias
bacterias Gram+ y Gram -, hongos y particulas de levaduras. Se liga fuertemente a Candida
spp., Aspergillus fumigatus, Staphylococcus aureus, y Estreptococci 8-hemolitico grupo A.
La capacidad de ligar es intermedia para E. coli, Klebsiella spp., y Haemophilus influenzae
tipo b (Laursen, 2003).

Estos descubrimientos sugieren que la presencia de unidades de Manosa en la superficie
de las levaduras usadas como productos promotores de crecimiento podria estimular el

crecimiento y la salud de las aves mediante dos posibles mecanismos

1) ligando bacterias patogénicas y bloqueando por tanto la adhesion a las células
intestinales

2) Interactuando con las células dendriticas y macréfagos, disparando la reaccién
inmune en el intestino que conduzca a la produccion de Lectina Ligadora de
Mananos (LLM) por el Higado. Dichas LLM mejorarian la opsonizacion y
destruccién de bacterias que tuvieran Manosa y N-acetil glucosamina en su

superficie.

En aves domésticas, Laursen et al (1998) demuestran que existen valores de LLM en suero
que van de 0.4 a 37.8 yg/mL en el suero de diferentes poblaciones. Se ha reportado
incrementos de dos a tres veces los niveles de LLM en aves que sufren infecciones virales
por Bronquitis y Virus de Laringo Traqueitis (Nielsen et al 1999; Juul-Madsen et al, 2003;
Juul-Madsen et al, 2006).
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Dentro del material revisado no tenemos conocimiento de que se haya probado una
relacion entre el consumo de productos de levaduras o MOS y los valores séricos de LLM
en aves. Si esta relacion existe, esto aportaria un conocimiento mayor al mecanismo de
accion de las levaduras y esto puede ser aprovechado para mejorar la efectividad de los
programas de vacunacion por promover la respuesta del sistema inmune. De esta manera,
el objetivo del este estudio fue evaluar el efecto de un producto fermentado por levaduras
(PFL) en el alimento. y su relacion en las concentraciones de LLM y los titulos de

inmunoglobulinas contra la enfermedad de New Castle en pollo de engorda comercial.
7.3 Materiales y Métodos

Esta investigacion fue revisada y aprobada por el comité de buenas practicas de manejo
de animales de la Universidad Nacional Autbnoma de México (SICUAE). 80 pollos de
engorda mixtos de un dia, de estirpe Ross B308 fueron alojados en cajas y arreglados en
baterias. Las aves tuvieron acceso libre al iniciador (1-21 dias) y finalizador (22-35 dias)
alimentos que fueron formulados de acuerdo a las recomendaciones del NRC (1994). Se
anadié Nicarbazina como anticoccidial a 125 ppm. Las aves fueron vacunadas contra
enfermedad de Marek en la incubadora. Los regimenes de temperatura y luz fueron
determinados de acuerdo al guia de manejo (Ross, 2009). A los 17 dias de edad, las 80
aves fueron seleccionadas y asignadas al azar a diferentes niveles de PFL (0, 400,
800,1600 ppm). Se utilizaron 20 réplicas (una réplica fue creada con cada ave) por

tratamiento.

El PFL usado fue un producto comercial con proceso de doble fermentacion de
Saccharomyces cerevisiae que contenia 5 millones de UFC/g (Original XPC, Diamond V,
Cedar Rapids IA, USA).

El peso corporal de las aves fue evaluado al inicio y al final del trabajo y la cantidad de
alimento ofrecida y rechazada fue registrada durante todo el periodo experimental para
determinar la ganancia de peso (g/d), el consumo de alimento (g/d) y el indice de

conversion de alimento.

Alos 17, 21, 28, 35 dias de edad, 1 ml de sangre fue obtenido de cada ave por venipuntura
en el ala izquierda. El suero fue separado e inmediatamente conservado a -4 C hasta su

valoracion en el laboratorio. A los 21 dias de edad, las aves fueron vacunadas en el ojo
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con una dosis contra ENC utilizando cepa La Sota (B1, virus vivo). A los 17 dias de edad,
12 aves (3 por cada grupo) fueron seleccionadas al azar y sacrificadas por dislocacion
cervical para desarrollar necropsias y determinar la presencia de lesiones en las muestras
de duodeno, yeyuno e higado. Al final del experimento (35 dias de edad) se repitid el
procedimiento para obtener las muestras por necropsia. Las muestras fueron guardadas
en formalina y llevadas al laboratorio para su fijacion, tincion por H/E y posterior evaluacion

histopatoldgica.

Las muestras de suero fueron analizadas para determinar LLM utilizando la técnica de
ELISA de acuerdo al método descrito por Norup y Juules-Madsen (2007). Los analisis
fueron realizados en el laboratorio de la Facultad de Science and Agriculture de la
Universidad Aarhus en Dinamarca. Las determinaciones de anticuerpos contra ENC en los
sueros, fue desarrollada en el mismo laboratorio utilizando el kit Proflock NDV plus ELISA

de Symbiotiks Europe SAS (Francia) en las muestras colectadas a 35 dias.

Basados en las observaciones previas (Laursen et al, 1998, Juul-Madsen et al, 2007;
Kjaerup et al, 2013) en los cuales aves con bajos y altos titulos de LLM fueron identificadas
en la misma estirpe (asociadas a diferentes genotipos) y considerando la concentracion
sérica de LLM al dia 17 en este estudio, dos subgrupos de pollos por cada tratamiento
fueron formados, uno en el cual la concentracién LLM fue menor de 9 ug/mL que fue
clasificado en bajo (bLLM) y otro en el cual la concentracion de LLM fue superior a 9 uyg/mL
que fue calificado alto (aLLM). Para evaluar estos limites fue asegurado un minimo de 4
réplicas por combinacion en cada dia de muestreo. Se obtuvieron 24 y 36 observaciones

en los bLLM y aLLM respectivamente.

La concentracién de LLM fue analizada utilizando un procedimiento de modelo mixto con
mediciones repetidas y dos factores: nivel en la dieta de PFL y dia del muestreo (SAS,
1990). La variable aleatoria fue el ave. El nivel de LLM mostro un skewnes positivo y fue
transformado a logaritmo antes de ser analizado. Los datos de Ac y los de variables de
produccion (peso corporal, consumo alimento, indice de conversion) fueron trabajados por
ANOVA. Se aplico un analisis de regresion para describir la relacion entre las variables de
respuesta y los niveles de PFL en los diferentes dias de anadlisis. Adicionalmente, se

corrieron analisis evaluaciones para el coeficiente de correlacién entre los valores de LLM
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y las variables de produccion y los titulos de Ac utilizando un procedimiento de PROC
CORR.

7.4 Resultados y Discusion
7.4.1 Concentraciones séricas de LLM

Durante el estudio, la concentracion media de LLM vari6 de 7.54 a 11.46 ug/mL (Tabla 1).
Los valores absolutos de LLM se encontraron entre 2.9 a 38 pg/mL, 2.7 a 26.9 pyg/mL, 2.5
a 211 pg/mL y 2.7 a 21.8 pg/mL en los dias 17,21,28,35 respectivamente. La
concentracion de LLM previamente reportada por Laursen et al (1998) tenia un rango de
0.4 a 37.8 pg/mL, con una media de 5.8 ug/mL en aves de 1 a 70 dias de edad. El rango
de LLM encontrado en nuestro estudio se encuentra dentro de esos valores. Sin embargo,
en este trabajo, el nivel promedio de la concentracién de LLM entre los 17 y 35 dias fue de
8.98 ug/mL, el cual es aproximadamente 1.5 veces mas alta que la cantidad promedia
reportada por Laursen et al (1998). Dentro de la media mostrada en al tabla 1, la diferencia
observada fue de 1.6 veces entre la minima y maxima de las concentraciones de LLM.
Norup et al (2009) encuentra una diferencia de 2- a 3- veces contra el nivel basal de LLM
en el suero de diferentes lineas comerciales de gallinas entre los 3 y 42 dias de edad; a

los 21 y 42 dias la concentracion basal de LLM vario de 8 a 16.5 pg/mL .

Tabla 1. Concentracion en diferentes dias de muestreo de Lectina Ligadora de Mananos
(LLM, pg/mL) en el suero de pollos de engorda alimentados con diferentes niveles de

Producto Fermentado de Levaduras (PFL)

Dia de edad al muestreo

Nivel de PFL, ppm 17 21 28 35

0 9.93 (1.575)> 10.33 (1.166) 9.01 (0.928) 7.90 (0.808)
400 9.14 (1.717)  7.54 (1.293) 8.16 (1.014) 7.00 (0.858)
800 11.46 (1.779) 8.65 (1.331) 9.00 (1.014) 9.10 (0.883)
1600 10.50 (1.774) 8.78 (1.240) 8.94 (1.048) 8.18 (0.862)

@ En paréntesis el error estandar, se muestran las medias.
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En pollitas de postura de 14 a 35 dias de edad el rango de LLM fue de 5-9 ug/mL fue
reportado por Juul-Madesen et al (2003) mientras que a los 49 dias el nivel basal de LLM
se movia entre 1.8 y 7.5 ug/mL (Nielsen et al, 199). En el estudio de Kjaerup et al (2013)
los niveles de LLM se encontraron de 2.6 a 14.3 ug/mL en los bLLM y aLLM
respectivamente al genotipo de las aves. Los valores absolutos de LLM en nuestras
observaciones se encuentran en los rangos de los tres estudios con la excepcion del

minimo reportado por Nilsen et al (1999).

En el estudio de Laursen et al (1998) las concentraciones de LLM fueron determinadas en
pollos de engorda pero la media no fue mostrada en su trabajo. En la misma publicacion,
14 estirpes diferentes de aves fueron evaluadas representando tanto tipos de productores
de carne como lineas de huevo para plato sin reportar diferencias en las observaciones de
LLM entre ellas. Nielsen et al (1998) evalué en sueros la LLM en pollos de engorda o
gallinas de postura, no reportd diferencias entre ellas a los 21 dias de edad. Las
concentraciones de LLM tampoco fueron presentadas en esta publicacion. En su conjunto,
las concentraciones de LLM en nuestro estudio se encuentran en los rangos reportados
para gallinas de postura. Los autores no tenemos conocimiento de ningun reporte de LLM

en pollos de engorada Ross B308.

7.4.2 Concentracion de LLM y PFL en la dieta.

La media de la concentracion de LLM en el suero no fue afectada por la interaccion entre
los niveles de PFL en las dietas y el tiempo del muestreo (Tabla 1). El resultado indica que
no hay ninguna relacion con el incremento del nivel de PFL en la dieta y los niveles séricos
de MBL durante el periodo experimental. Uno de los posibles mecanismos de accion de las
levaduras esta relacionado con la interaccion entre las Células Dendriticas localizadas en
la Mucosa, tanto como con los Macrofagos, ambas células capaces de reconocer las
unidades de Manosa en las levaduras. Esto podria haber iniciado un proceso inflamatorio
que fuera suficiente para inducir la produccién de LLM por el higado. La funcién de las LLM
es mejorar la opsonizacion de bacterias patogénicas con Manosa o N-acetilglusamina en
sus paredes. Sin embargo, la falta de relacién entre la presencia de PFL y los niveles

séricos de LLM en este estudio, refuta esta hipodtesis.
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7.4.3 Concentraciones de LLM y dias de muestreo.

Los niveles séricos de LLM muestran una respuesta cuadratica en el tiempo (p<0.05),
iniciando con los mas altos valores en el dia 17 y llegando al minimo al dia 35 de edad con
valores intermedios a los dias 21 y 28 (Figura 12). La ecuacion de regresion obtenida fue
la siguiente: y=11.523-1.548 x + 0.175 x2, R2+0.92. Juul-Madsen et al (2003) reportan
pocos cambios en las concentraciones de LLM en el suero entre los 21 y 42 dias de edad
en un genotipo de pollos, pero ningun cambio fue reportado en el mismo periodo para el
otro genotipo. Estos patrones son diferentes claramente de los encontrados en los grupos
de nuestro estudio. Norup et al (2009) encuentra que el nivel de LLM en aves de 21 a 294
de edad muestra un incremento estable con picos y caidas en el tiempo. Debido a que en
nuestro estudio las LLM fueron determinadas en una pequefia parte de la vida de los pollos,
es posible que el decremento encontrado en la tendencia de las LLM represente solo una

pequena caida en el ciclo bioldgico mas largo.

Hace varios afios se identificaron y desarrollaron lineas de aves aLLM y bLLM por seleccion
que estaba basada en determinar las variantes genéticas y la funcion biolégica de la LLM,
especificamente en la respuesta del sistema inmune en grupos de aves retadas o no por
un agente biolégico (Laursen et al ,1998; Juul-Madsen et al, 2007; Kjaerup et al, 2013). En
nuestro estudio, los pollos fueron clasificados en aLLM o bLLM para detectar cualquier
patrén divergente de las LLM en el tiempo, asi como en la respuesta inmune de las aves
de la misma parvada. El promedio de LLM al dia 17 para los pollos bLLM y aLLM fueron
por grupos 6 y 14.5 ug/mL respectivamente. Las concentraciones de LLM en los aLLM de
nuestro estudio, fueron mas bajas (2.6 ug/mL) que las reportadas por Kjaerup et al (2013),
o las reportadas por Laursen et al (1998) que fueron de 7.5 pg/mL y similares a las
encontradas por Juul-Madsen et al (2007) de 6.3 ug/mL. Por otra parte, las concentraciones
de LLM en el grupo aLLM de nuestro estudio fue mas baja que la concentracion de aLLM
(30.4 pg/mL) reportada por Juul-Madsen et al (2007), mas alta que las aLLM encontrada
por Lauresen et al (1998) de 11.1 pg/mL y casi la misma que el valor (14.3 ug/mL) mostrado

por Kjaerup et al (2013).

Las concentraciones de LLM en los dias de muestreo no siguieron el mismo patron en

aLLM y bLLM (Figuras 1B, 1C). Las concentraciones de LLM en bLLM tuvieron una

respuesta cuadratica en los dias de muestreo (y= 6.87-1.815x+1.18x2, R2=0.99).
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Comparadas con el nivel basal al dia 17, las bLLM se incrementaron de 5 a 10% en los
dias 21 y 28 y cayeron casi 6% en el dia 35. Este patron fue marcadamente distinto del
encontrado para las LLM de todos los pollos en su conjunto (aLLM y bLLM en conjunto,
figura 12). La concentracion de LLM en los aLLM (figura 1C) mostré una respuesta
cuadratica (y=18.276-4.6165x+0.67x2, R2=0.96) el cual fue similar al patréon mostrado
cuando todos los datos son utilizados en conjunto en los diferentes dias del muestreo
(figura 12). Esto es consecuencia del alto peso que tienen en los valores de LLM las

concentraciones en las aves aLLM sobre la media ponderada de cada dia de muestreo.
7.4.4 Resultado de la vacunacién contra ENC y concentracion de LLM en el suero

El decremento en los titulos séricos de LLM en todos los grupos durante los 18 dias del
experimento, independientemente del reto con la vacuna de ENC, indica que no fue un
estimulo suficiente para la produccién de una respuesta por parte del Higado. Estos
resultados son opuestos a los previamente reportados (Nielsen et al, 1999, Juul-Madesen
et al 2003; Juul-Madsen et al, 2006) en los cuales 2- y 3- veces de incremento en LLM fue
observado en pollos infectados con virus vivo de Bronquitis Infecciosa y virus de Laringo
traqueitis. En esos trabajos se ha demostrado que el tiempo de reaccion para la produccion
de LLM es de 2.5 a 4.5 dias posteriores al reto, dependiendo de la linea genética y que la
vida media de las LLM es de 4-8 dias (Laursen et al,1998; Juul-Madsen et al, 2003). De
acuerdo a esto, esperamos ver incrementos de LLM a los 28 y 35 dias de edad (i.e., entre

los 7 y 14 dias después de la vacunacion) pero esto no ocurrid.

Varios factores podrian explicar la falta de diferencias entre los niveles de LLM después de
la vacunacién en este estudio. Por ejemplo, la virulencia de la cepa vacunal usada en el
reto podria afectar la respuesta (Nielsen et al. 199). La vacunacion contra ENC por via
ocular podria no ser un modelo adecuado para producir un incremento de larga duracion

en el nivel de LLM 7 dias después de la inoculacion.
7.4.5 Titulos séricos de Ac contra ENC y consumo de PFL

El incremento de la dosis de PFL se asocié con un patron cubico (p <0.05) en los titulos
séricos contra ENC (tabla 2). La Ecuacidon de regresion obtenida fue: y= 6587-
4.9029x+0.0091x2-4E-06x3, R2=0.99. Comparados con el nivel 0 de inclusiéon de PFL, los
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Ac cayeron 12%, otro 7% y mas aun 27% a 400, 800 y 1600 ppm en la dieta,
respectivamente. Gao et al (2008) reportan la inclusién creciente de niveles de PFL en
pollos de engorda y la relacionan con un efecto lineal en los titulos de Ac contra ENC a 21
posteriores a la vacunacién. En otros trabajos fueron observados niveles mas altos
(Shashidhara y Devegowda, 2003; An et al.,2008) o sin cambios (Silva et al., 2009) de los
titulos de Ac también contra ENC utilizando productos de levadura o extractos de la misma
en las dietas de los animales retados. Nuestros resultados son diferentes a los anteriores

reportes con menos Ac encontrados en los niveles mas altos de PFL

Tabla 2. Titulos de Anticuerpos contra Virus ENC (log) a 35 dias de edad.

Todas las
Nivel de PFL, ppm _ bLLM aLLM
observaciones
0 6433° 6915P 5951¢
400 5641 5506 5776
800 6889 7864 5914
1600 4698 5585 3811
SEM? 605.03 956.64 741.01

a SEM = Standard error of the mean.
® Cubic effect of YFP level, p<0.05.
¢ Quadratic effect of YFP level, p<0.05.

En las aves bLLM el incremento de PFL mostro un patrén cubico en los titulos de Ac contra
ENC (tabla 2) (y=691- 12.043x+0.00261x2-1E-05x3, R2+0.99; p<0.05) mientras que en las
aLLm el patrén fue cuadratico (y=5860 + 0.9434x- 0.0014 x2; R2=0.97; p<0.05). La
principal diferencia encontrada fue un ligero incremento de los titulos de Ac en los pollos
bLLM con la dosis de 800 ppm de PFL, mientras que ningun incremento fue encontrado en
los pollos aLLM. En promedio los titulos Ac fueron 20% menores (p<0.01) en las aves aLLM

comparados con las bLLM. Este patrén de titulos de Ac descrito para las bLLM es similar
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al mostrado cuando los datos son considerados en conjunto. De cualquier manera, los
titulos menores de Ac en las aves aLLM estan de acuerdo con lo encontrado también para
altas concentraciones de LLM reportado por otros autores (Juul-Madsen et al, 2003; Juul-
Madsen et al, 2006).

7.4.5 Consumo de PFL y desempeio en crecimiento

La tabla 3 presenta el consumo de alimento, la ganancia de peso y el indice de conversion
de alimento en los pollos durante el periodo experimental. La evaluacion de la productividad
no ha sido el objetivo de esta investigaciéon debido al protocolo de sangrado para dar
seguimiento a las LLM en suero. Sin embargo, los datos de desempefio de las aves,
mostraron un crecimiento dentro de lo normalmente esperado, evaluando que el promedio
de peso fue de 900 entre el dia 17 y 35 de edad (Ross, 2009). En el analisis de todas las
observaciones, la ganancia de peso tuvo una respuesta cuadratica (y=950.34 + 0.0633x —
2E-05x2; R2+0.99; p<0.01) al incrementar los niveles de PFL mostrado un maximo de
respuesta a los niveles mas altos de inclusion en la dieta. El indice de conversion de
alimento también mostro una respuesta cubica (y=2.34-0.0005x+ 1E-06x2-5E-10x3;
R2+0.99; p<0.01) de acuerdo al nivel de inclusion de PFL, con el menor resultado en el
nivel mas alto de inclusién. El efecto benéfico del PFL en la ganancia de peso y el indice
de conversion de alimento esta en acuerdo con los reportes de la inclusion de diferentes
productos derivado de levaduras que han sido evaluados en pollos de engorda (Hogge,
2004; Rosen, 2007). Debido a estos efectos, las levaduras y los productos de levaduras
con el PFL utilizado en esta prueba, han sido reconocidos como alternativas a los APC en
los alimentos.

En las aves bLLM tanto la ganancia de peso (y = 927.75 + 0.2196x -1E-04x?; R? = 0.99) y
el indice de conversion (y = 2.4293 - 0.0005x + 2E-07x% R? = 0.89) tienen un patron
cuadratico (p<0.05; Tabla 3). Este patrén indica que ambos, el peso y la conversién
mejoran linealmente hasta la inclusién de 800ppm de PFL y con un plateau a las 1600 ppm.
Para las aves alLLM la ganancia de peso (y = 972.94 - 0.0929x + 6E-05x?; R2 = 0.99) y en
indice de conversion (y = 2.1947 + 0.0005x - 3E-07x?; R? = 0.90) tuvieron también un patrén
cuadratico (p<0.05). Sin embargo, en contraste con los bLLM ambos parametros
incrementaron con 800 ppm de PFL y aun mas con 1600 ppm. Las respuestas finales para

las aves con el nivel 0 ppm de PFL fue similar. El patron de ganancia de peso mostrado
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por las bLLM con la inclusién de PFL semeja el mostrado cuando todos los datos son
analizados en su conjunto. En contraste, el patrén para la conversion de alimento
observada en combinacion de los datos fue una mezcla de las respuestas cuadraticas ya

descritas para los pollos aLLM y bLLM

Tabla 3. Variables Productivas en pollos de engorda entre 17 y 35 dias de edad.

Indice de
Consumo Peso
Nivel de PFL, ppm Conversién de
alimento, g Ganado, g _
alimento
Todas las observaciones
0 2185 949P 2.33¢
400 2181 956 2.25
800 2225 966 2.31
1600 2204 994 2.22
SEM 58.00 31.61 0.085
bLLM
0 2234 929b 2.45b
400 2200 997 2.20
800 2238 1045 2.20
1600 2261 1035 2.19
SEM? 94.86 56.23 0.133
aLLM
0 2136 974> 2.21°
400 2162 942 2.30
800 2213 937 2.43
1600 2147 969 2.25
SEM 73.48 43.55 0.104

a SEM = Error estandar de la Media.
b Efecto cuadratico del nivel PFL, p<0.05.

¢ Efecto cubico del nivel de PFL, p<0.05.
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7.4.6 Evaluacion Histopalégica

En general, las aves se comportaron normalmente sin signos clinicos de enfermedades
antes de iniciado el estudio. Sin embargo, se detectaron retenciones de saco vitelino en
casi el 30% de las aves sacrificadas a los 17 dias. Ninguna otra lesién (macroscépica o
microscopica) que sugiriera la presencia de una patologia fue reportada en las aves
sacrificadas a 17 y 35 dias (datos no mostrados). Laursen et al. (1998) identifica la
presencia de LLM desde los 10 dias de incubacion; la yema del huevo es una fuente de
LLM durante el proceso de reabsorcion que ocurre en la primera semana (Wang, 1986).
Parece que las LLM estan presentes en cantidades significativas al momento de la eclosién
y pueden ejercer su funcién como parte de la defensa innata. Desde el dia 21 después de
la eclosion las aves sintetizan sus propias LLM a niveles constantes al menos hasta 1 afio
de edad (Laursen and Nielsen, 2000; Norup et al., 2009). Nosotros asumimos que nuestras
aves tuvieron estas cantidades fijas de LLM disponible de la yema al momento de la
eclosion. No podemos determinar que hubieran tenido un reto sanitario durante o después
del periodo de incubacién y que esto tuviera continuidad en los cambios de concentracion

de los patrones mostrados del dia 17 al 35 de edad.
7.5 Conclusiones

Este estudio fue realizado en la linea Ross B308 que son poblaciones hibridas como son
encontradas en los pollos de engorda comerciales entre los cuales, los genotipos bLLM y
aLLM pueden estar sub o sobre representados, dependiendo de la distribucion en cada
poblacion. Controlar el genotipo sera crucial para la correcta evaluacion de los resultados
de los programas de vacunacion y de los efectos clinicos, asi como de los resultados
productivos de los promotores de crecimiento como los PFL, otros productos derivados de
levaduras y los probidticos, dada la intima relacion que se da entre el sistema inmune y la
respuesta de ganancia de peso e indice de conversion que parece diferir entre ambos
genotipos. No se encontrd asociacion entre los niveles usados de PFL y los niveles séricos
de LLM lo que implicaria que este mecanismo de la respuesta innata, no es activado. Por
otra parte, se confirma la observacion de otros autores que en las condiciones de campo,
la presencia de bajos titulos de Ac después de la vacunacion, podria no ser causada por

una falla de vacunacién, mas bien por la presencia de pollos de engorda bLLM y aLLM.

111



BIBLIOGRAFIA CAPITULO Vi

An BK, Cho BL, You SJ, Paik HD, Chang HI, Kim SW, Yun CW, Kang CW. (2008) Growth
performance and antibody response of broiler chicks fed yeast derived 3-glucan and
single-strain probiotics. Asian Australas. Journal of Animal Science ;21:1027-1032.

Barbosa-Lima R, Figueiredo-Lima DF, Givisiez PEN, Rabello CBV, Gonzales E, Silva JHV
(2010). Probiosis: Concepts and Prospects. Brazilian Journal of Poultry Science.
;12(4)215 — 222.

Brouwer N, Dolman KM, van Zwieten R, Nieuwenhuys E, Hart M, Aarden LA, Roos D,
Kuijpers TW. (2006) Mannan-binding lectin (MBL)-mediated opsonization is
enhanced by the alternative pathway amplification loop. Molecular
Immunology;43:2051-2060.

Brouwer N, Dolman KM, van Houdt M, Sta M, Roos D, Kuijpers TW. (2008) Mannose-
binding lectin (MBL) facilitates opsonophagocytosis of yeasts but not of bacteria
despite MBL binding. Journal of Immunology.180:4124—4132.

Cox E, Verdonck V, Vanrompay D, Goddeeris B.(2006) Adjuvants modulating mucosal
immune responses or directing systemic responses towards the mucosa. Veterinary
Research ; 37:511-539.

Faria Filho DE, Torres KAA, Faria DE, Campos DMB, Rosa PS. (2006) Probiotics for broiler
chickens in Brazil:Systematic review and meta-Analysis. Brazilian Journal of Poultry
Science ; 8(2):89-98.

Gao HJ, Zhang SH, Yu SG, Wu I, Yoon J, Quigley YP, Qi GH. (2008) Effects of yeast
culture in broiler diets on performance and immunomodulatory functions. Poultry
Science ;87:1377-1384.

Gomez S, Angeles ML, Mojica MC, Jalukar S. (2012) Combination of an enzymatically
hydrolyzed yeast and yeast culture with a direct-fed microbial in the feeds of broiler
chickens. Asian Australasian Journal Animal Science ;25:665-673.

Gomez S, Angeles ML. (2011) Effects of an enzymatically hydrolyzed yeast and yeast
culture combined with flavomycin and monensin on finishing broiler chickens.
International Journal of Poultry Science ;10:433-439.

Goémez-Verduzco G, Cortes-Cuevas A, Loépez-Coello C, Avila-Gonzdlez E, Nava
MG.(2009) Dietary supplementation of mannan-oligosaccharide enhances neonatal
immune responses in chickens during natural exposure to Eimeria spp. Acta
Veterinaria Scandinavica 51:11. doi:10.1186/1751-0147-51-11.

112



Hooge DM. (2004) Meta-analysis of broiler chicken pen trials evaluating dietary mannan
oligosaccharide, 1993—-2003. International Journal of Poultry Science ;3:163—174.

Juul-Madsen HR, Munch M, Handberg KJ, Sgrensen P, Johnson AA, Norup LR,
Jorgensen PH. (2003) Serum levels of mannan-binding lectin in chickens prior to
and during experimental infection with Avian Infectious Bronchitis Virus. Poultry
Science;82:235-241.

Juul-Madsen HR, Dalgaard T, Rotved C, Jensen KH.(2006) Immune response to a killed
infectious Bursal Disease Virus vaccine in inbred chicken lines with different major
histocompatibility complex haplotypes. |. Poultry Science ;85:986—-998.

Juul-Madsen HR, Norup LR, Handberg KJ, Jorgensen PH. ( 2007) Mannan-binding lectin
(MBL) serum concentration in relation to propagation of infectious bronchitis virus
(IBV) in chickens. Viral Immunology ;20:562-570.

Kjeerup RM, Norup LR, Skjedt K, Dalgaard TS, Juul-Madsen HR. (2013) Chicken mannose-
binding lectin (MBL) gene variants with influence on MBL serum concentrations.
Immunogenetics;65:461-471.

Laursen S B (2003). Mannan-binding lectin (MBL) production from human plasma.
Biochemical Society Transactions;31:758-762.

Laursen SB, Hedemand JE, Nielsen L, Thiel S, Koch C, Jensenius JC.(1998) Serum levels,
ontogeny and heritability of chicken mannan-binding lectin (MBL). Immunology
;94:587-593.

Laursen SB, Nielsen OL. (2000) Mannan-binding lectin (MBL) in chickens: molecular and
functional aspects. Developmental & Comparative Immunology 24:85-101.

Nielsen OL, Sagrensen P, Hedemand JE, Laursen SB, Jgrgensen PH. (1998) Inflammatory
response of different chicken lines and B haplotypes to infection with infectious
bursal disease virus. Avian Pathology ;27:181-189.

Nielsen OL, Jensenius JC, Jurgensen PH, Laursen SB. (1999) Serum levels of chicken
mannan-binding lectin (MBL) during virus infections; indication that chicken MBL is
an acute phase reactant. Veterinary Immunology and Immunopathology ;70:309-
316.

Norup LR, Juul-Madsen HR (2007). An assay for measuring the mannan-binding lectin
pathway of complement activation in chickens. Poultry Science;86:2322—-2326.

113



Norup LR, Dalgaard TS, Friggens NC, Sgrensen P, Juul-Madsen HR. (2009) Influence of
chicken serum mannose-binding lectin levels on the immune response towards
Escherichia coli. Poultry Science ;88:543-553.

NRC. National Research Council. Nutrient Requirements of Poultry. (1994)9th ed.
Washington, D.C.: National Academic Press. :19-34.

Oyofo BA, Droleskey RE, Norman JO, Mollenhauer HH, Ziprin RL, Corrier DE, Deloach
JR. (1989) Inhibition by mannose of in vitro colonization of chicken small intestine
by Salmonella typhimurium. Poultry Science ;68:1351-1356.

Rosen GD. (2007) Holo-analysis of the efficacy of Bio-Mos® in broiler nutrition. British
Poultry Science ;48:21-26.

Ross.(2009) Ross Broiler Managment Manual.. www.aviagen.com.

SAS (1990). SAS user’s guide: Statistics. Version 6 (4th ed). Statistical Analysis Systems
Institute, Inc, Cary, NC, USA. .

Shashidhara RG, Devegowda G. (2003) Effect of dietary mannan oligosaccharide on
broiler breeder production traits and immunity. Poultry Science ;82:1319-1325.

Sheng K-C, Pouniotis DS, Wright MD, Tang CK, Lazoura E, Pietersz GA, Apostolopoulos
V.(2006) Mannan derivatives induce phenotypic and functional maturation of mouse
dendritic cells. Immunology ;118:372-383.

Silva VK, Della Torre da Silva J, Torres KAA, de Faria Filho DE, Hirota Hada F, Barbosa
de Moraes VM.(2009) Humoral immune response of broilers fed diets containing
yeast extract and prebiotics in the prestarter phase and raised at different
temperaturas. Journal of Applied Poultry Research ;18:530-540.

Spring P, Wenk C, Dawson KA, Newman KE. (2000)The effects of dietary
mannanoligosaccharides on cecal parameters and the concentrations of enteric
bacteria in the ceca of salmonella-challenged broiler chicks. Poultry Science
;79:205-211.

Valdimarsson H, Stefansson M, Vikingsdottir T, Arason GJ, Koch C. (1998) Reconstitution
of opsonizing activity by infusion of mannan-binding lectin to MBL-deficient humans.
Scandinavian Journal of Immunology ;48:116-123.

Wang KY, Hoppe CA, Datta PK, Fogelstrom A, Lee YC. (1986) Identification of the major
mannose-binding proteins from chicken egg yolk and chicken serum as
immunoglobulins (affinity purification/binding specificity). Proceedings of the
National Academy of Sciences ;83:9670-9674.

114



Figura 1. Concentracion Sérica de LLM (ug/mL) en los distintos dias de muestro. A = Todas
las observaciones, efecto cuadratico en los dias de muestreo. (y = 11.523 - 1.5458x +
0.175x%; R? = 0.92). B = baja LLM en pollos; efecto cubico en los dias de muestreo. (y =
6.87 - 1.815x + 1.18x2 - 0.2x3; R2 = 0.99). C = alta LLM en pollos; efecto cuadratico en los
dias de muestreo (y = 18.276 - 4.6165x + 0.67x?; R? = 0.96). La desviacién estandar es se
presenta en las barras.
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CAPITULO VIIl EXPERIMENTO 2

Efecto de la adicion del alimento con un producto de fermentacion por levaduras
y un desafio con Coccidias sobre la morfologia del intestino, Ila

respuestainmune celular y humoral (local y sistémica) en pollos de engorda
8.1 Resumen
8.2 Introduccion.

Actualmente, la apariciéon de la infeccion por Coccidias en las parvadas de pollos de
engorda es inevitable en las condiciones normales de crianza. Esta enfermedad causa
dafio al proceso productivo, dado que retrasa el crecimiento de las aves e induce al
establecimiento de programas de control que significan aumento del costo de produccion.
Desde hace mas de 50 anos se han desarrollado numerosos esquemas de control de los
dafios por esta enfermedad, siendo los mas efectivos los basados en el uso de antibiéticos.
Sin embargo, con la presién de los consumidores por el retiro de estas drogas de los
alimentos, se hace indispensable contar con esquemas alternos, que sean igualmente
eficaces (Pilleo y Okamura, 2003) El proceso por el cual las aves pueden controlar la
infeccién por Coccidias a nivel de intestino, se ha asociado a la respuesta del sistema
linfoide asociado a la mucosa del intestino (Lillehoj et al (2004), Hermet (2004)). En una
primera fase, la infeccion produce una reaccién en la produccién de interleucinas
proinflamatorias, seguida de cambios en la distribucion de linfocitos, la secrecion de
mayores cantidades de IgA y la aparicion de una mayor cantidad de lineas de linfocitos
CD8+. (Lillehoj (1987), Juarez-Estrada et al (2007)).

La presencia de una infeccidn por Coccidias causa la destruccién celular del epitelio, por
la presencia intracelular del parasito, y también afecta profundamente la ecologia de la
micro flora, permitiendo que bacterias como Clostridium aumenten su patogenicidad. De
esta manera, la respuesta inmune del ave debe conducirse para controlar a la Coccidia, y
ademas para proteger al ave de otras especies de la micro flora de caracter oportunista o
que provocan una infeccién secundaria, que puede ser ain mas agresivas y requerir el uso

de antibioticos en dosis terapéuticas para su control.
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En los ultimos 10 anos, diferentes autores han reportado que los productos derivados de
las levaduras Sacharomises cereviciae (levaduras completas, productos con alto contenido
de paredes obtenidas por hidrdlisis, productos de fermentacién con alto contenido de
levaduras, productos de purificaciéon de las paredes) cuando son utilizados en las dietas de
las aves, antes y durante el curso de la infeccion por Coccidias, pueden asociarse al
mejoramiento de los parametros productivos en las aves (Gomez-Verduzco et al (2009),
Gao et al (2009)).

Se ha demostrado que en condiciones in vitro los productos de levaduras pueden aglutinar
bacterias que presentan lectinas capaces de asociarse a las estructuras de carbohidratos
en las paredes de las levaduras, y aunque se presume que este es uno de los mecanismos
in vivo de la accion de estos productos no se han desarrollado trabajos en este sentido,
utilizando Coccidias aviares. En condiciones in vitro, también se ha demostrado que los
productos de levaduras presentan diferentes reacciones productoras de interleucinas,
citoquinas e incremento de fagocitosis. Los estudios se han llevado a cabo en diferentes
lineas celulares, tales como células dendriticas, macréfagos, asesinas naturales y linfocitos
B; sin embargo, se tiene poco conocimiento de la interaccién in vivo de estas lineas

celulares y de su asociacion a los efectos en contra de la coccidiosis.

El uso de productos de levaduras se ha asociado también con la mayor secrecién de IgA
en diferentes localizaciones a lo largo del intestino, pero no se ha caracterizado el
mecanismo posible de este proceso. La presencia y asociacion de otros componentes de
la respuesta inmune innata en el intestino tanto a la infeccion por Coccidias, como al
consumo de productos de levaduras, no ha sido estudiada en las aves. Entre los
componentes de la respuesta innata, que estan mejor asociados con la mejor respuesta
inmune a un reto infeccioso, se encuentra la produccién de lectina ligadora de Mananos
(LLM) (Lauren et al 2000). Las LLM son proteinas de la fase aguda de la respuesta inmune
(Nielsen et al 1999); en aves se producen como en otras especies por la modulacién de la
respuesta hepatica en produccién de estas proteinas, por el estimulo de hormona del
crecimiento y la mayor concentracion de IL-6, esta ultima como factor asociado al estimulo
por agentes infecciosos en células presentadoras de antigeno, tales como macréfagos y
células dendriticas en las aves. El nivel sérico de LLM se incrementa varias veces dentro

de las primeras 96 h como respuesta a un agente infeccioso ya sea vacunal o vivo (Norup
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y Juul-Madsen (2007), Norup et al (2009). Este nivel sérico puede asociarse con la
capacidad de las aves para sobrevivir a diferentes retos infecciosos, asi como también a

la respuesta humoral en la produccion de anticuerpos.

Con los antecedentes anteriores, en el presente trabajo se propone desafiar dos

hipétesis:

1). En pollos que consumen levaduras se presentaran aumentos en la produccion de IgA
secretoras y modificaciones en la relacion de linfocitos en la lamina propia de la mucosa
intestinal, pero no habra cambios en las concentraciones de LLM en el suero ni otros signos
de inflamacién en la mucosa intestinal comparados con los pollos no consumidores de

levadura.

2). En pollos suplementados con levaduras y desafiados con Coccidias se presentaran
aumentos mas pronunciados en la produccién de IgA secretoras, elevacién de las
concentraciones de LLM en el suero y signos de inflamacion en la mucosa intestinal, pero
con indices de resolucidon mas temprana a la infeccion primaria por Coccidia comparados

con los pollos no suplementados con levadura y desafiados con Coccidias.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo fue la evaluacién de la histologia, la concentracion
de IgA en el intestino, las concentraciones séricas de LLM e IL-6 y la cuantificacién de
ocistos en la excreta de pollos suplementados con y sin consumo de PFL y desafiados o

no con vacuna de Coccidias.
8.3 Materiales y Métodos

Se usaron ciento veinte pollitos machos Ross B308 de 1 dia de edad que fueron alojados
en jaulas en bateria. Se formaron dos grupos de 60 repeticiones cada uno entre el dia 1y
21 de edad (Fase 1) y se asignaron aleatoriamente a dos tratamientos: 1) Grupo testigo:
Sin inclusién de PFL entre 1-20 dias (PFL-) y 2) Grupo experimental: con inclusion de PFL
(800 g/ton) entre 1-20 dias (PFL+). ElI PFL que se utilizé fue el Diamond XPC. Se us6 un
producto anticoccidial en el alimento ofrecido de 1-21 dias. Al dia 21 se subdividieron las
aves de cada grupo para formar cuatro subgrupos con 30 repeticiones cada uno. Un
subgrupo recibié una vacunacion con Coccidia y el otro recibid solo agua destilada y se

mantuvieron hasta los 28 dias de edad (Fase 2). La inoculaciéon se hizo a través del
118



alimento con una dosis 16x de vacuna de coccidia (Coccivac MSD"). Se retir6 el producto
anticoccidial en las dietas ofrecidas del dia 21 al 28. En la Fase 2 los subgrupos quedaron
de la siguiente manera: 1) Grupo testigo negativo: Sin inclusién de PFL entre 21-28 dias/No
vacunado contra coccidia (PFL-Vac-); 2) Grupo testigo positivo: Sin inclusion de PFL entre
21-28 dias/Vacunado contra coccidia (PFL-Vac+); 3) Grupo experimental negativo: Con
PFL en el alimento de 21-28 dias/No vacunado contra coccidia (PFL+Vac-). Grupo
experimental positivo: Con PFL en el alimento de 21-28 dias/Vacunado contra coccidia
(PFL+Vac+).

Las aves fueron alimentadas con una dieta formulada con base en las recomendaciones
de la estirpe (Ross 2014) en dos fases: de 0-14 dias y de 15-28 dias. Al dia 1, 21 y 28
todas las aves fueron pesadas y se llevo registro del consumo de alimento ofrecido y
rechazado. Al dia 21, 24 y 28 se tomo un g de heces por cada ave en cada linea de baterias
y se colocd en una sola muestra por linea (6 g por cada muestra). La muestra total de 6 g
fue mezclada con una cantidad equivalente de dicromato de potasio (2%) y se conservaron
en refrigeracion para realizar la evaluacién de ocistos en el laboratorio. Al dia 21 y 28 de
edad, se obtuvo una muestra de sangre de todas las aves por puncion de la vena braquial
(ala izquierda). La sangre se dej6é a temperatura ambiente para acelerar su coagulacion y
se centrifugd para clarificar el suero y se guardd en congelacion -4C para su analisis

posterior de cLLM.

Al dia 21 y 28 de edad, seis aves de cada tratamiento fueron sacrificadas de manera
humanitaria de acuerdo a la norma zootécnica vigente. Todas las aves fueron ayunadas
un minimo de 8 h previas al sacrificio. Se obtuvieron muestras de aproximadamente un cm
de duodeno, yeyuno e higado que fueron conservadas en formol 10% para evaluacién de
histopatologias. Una seccion del yeyuno anterior a la zona de Meckel fue cortada para

obtener un lavado que fue utilizado para la evaluacion de IgA.

" Frasco de 1,000 dosis; Titulo: 626,000 ooquistes esporulados/ml; % de esporulacion: 90 %; % por especie:

42% E. acervulina, 22% E. mivati, 11% E. tenella, 25% E. maxima.
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Determinaciones de laboratorio

Determinacién de ocistos en las heces por flotacion de MackMaster de acuerdo a la técnica

seguida en el Departamento de Clinica y zootecnia de las aves.FMVZ.UNAM .

Determinacion de cLLM. Se us6 una alicuota del suero utilizando la técnica de ELISA. Los
analisis fueron realizados en el laboratorio de la Facultad de Ciencias y Agricultura de la
Universidad Aarhus en Dinamarca de acuerdo al método descrito por Juules-Madsen et al
(2007).

Histopatologia. Las muestras tomadas durante la necropsia y mantenidas en solucién de

formol se procesaron en un histoquinet para obtener las laminillas para tinciéon (Luna 1968).

Evaluacion de IgA en luz intestinal. Se tom6 una seccién de 10 cm para realizar un lavado
con solucion salina fria y estéril buferada con fosfato (PBS). Las muestras se clarificaron
por centrifugacion (1200 x g) y fueron congeladas a -20° C. La concentracion de IgA en
una alicuota de esta suspension sé determind utilizando un kit comercial de ELISA
especifico para IgA aviar (Chicken IgA ELISA quantittation kit Bethyl Laboratories Inc.
Montgomery, TX) siguiendo los protocolos sugeridos por el fabricante del kit (metodologia

descrita por: Gomez-Verduzco et al., 2009).

Los resultados fueron sometidos a analisis de varianza usando los procedimientos de los

Modelos Lineales Generales del SAS. La unidad experimental fue cada pollo.
8.4 Resultados y Discusion
8.4.1. Periodo de 1 a 21 dias de edad

Enla Tabla 8.1 se presentan los resultados de comportamiento productivo, peso de la canal
y sus componentes y medidas de la tibia en pollos de 1 a 20 dias de edad. Aunque al inicio
del experimento (dia 1) los pollos se asignaron aleatoriamente a los tratamientos, el peso
inicial de los pollos fue mayor (P < 0.01) en el grupo testigo (PFL-) comparado con el grupo
experimental (PFL+), siendo la diferencia en peso de aproximadamente 5%. Debido a lo
anterior, el peso inicial se usé como covariable en los analisis subsecuentes. A los 21 dias

de edad, el peso corporal fue similar entre los dos tratamientos, siendo la diferencia en
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peso de aproximadamente 1%. Esto sugiere que los pollos PFL+ fueron capaces de
superar la diferencia de peso inicial, logrando un aumento de 4% por arriba de los pollos
del grupo testigo. En diversos trabajos realizados en pollos de engorda se han reportado
mejoras de entre 1.6 a 7% en la ganancia de peso de los grupos suplementados con
diferentes productos derivados de levadura (Hooge, 2004; Gomez and Angeles, 2011;
Gomez et al., 2012). La mejora de 4% en el peso corporal mostrada por los pollos PFL+
concuerda con los hallazgos previos. El consumo de alimento, ganancia de peso vy

conversion alimenticia del dia 1 al 20 también fueron similares entre los tratamientos.

Tabla 8.1. Comportamiento productivo, peso de la canal y sus componentes y medidas

de la tibia en pollos de 1 a 20 dias de edad.

Variables PFL- PFL+ EEM?
Comportamiento productivo

Peso inicial, g 42.64° 40.49¢ 0.485
Peso final, g 695.40 687.90 7.800
Consumo de alimento, g 823.18 829.33 7.191
Ganancia de peso, g 652.76 647.41 7.797
Conversioén alimenticia 1.27 1.28 0.012

Peso de la canal y sus componentes, g

Canal 328.15 329.61 8.001
Pechuga 115.57 117.82 2.917
Piernas 79.34 78.72 2.319
Muslos 52.46 53.15 1.552
Huacal 80.78 79.92 1.927

Medidas de la tibia

Longitud, cm 6.23 6.20 0.045
Peso en base seca, g 1.41 1.41 0.044
Peso de cenizas, g 0.55 0.54 0.016
Diametro de epifisis superior, mm 1405 1356 61.6
Diametro de epifisis inferior, mm 1028¢ 1070¢ 16.72
Diametro de la diafisis, mm 505 502 8.07
a Error estandar de la media.
bc P < (.01.
de P < 0.05.
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El peso de la canal y sus componentes, asi como las medidas de la tibia, a excepcién del
diametro de la diafisis inferior, fueron similares entre los tratamientos. El diametro de la
diafisis inferior de la tibia fue mayor (P < 0.10) en los pollos PFL+. En dos trabajos previos
realizados en nuestro laboratorio (Gomez y Angeles, 2011; Gémez et al., 2012) se encontré
mayor retencién y digestibilidad de cenizas en pollos adicionados con una levadura
hidrolizada enzimaticamente en los alimentos experimentales durante un periodo de 14
dias. En el estudio de Gao et al. (2008) los pollos adicionados con niveles crecientes de un
cultivo de levaduras tuvieron incrementos lineales en la digestibilidad de calcio y fosforo a
los 21 y 42 dias de edad, pero solo los aumentos al dia 42 fueron estadisticamente
diferentes. En otro reporte también se observé mejoras en la utilizacion de calcio y fosforo
en pollos que fueron alimentados con dietas deficientes y suficientes en calcio y fésforo y
adicionadas con cultivo de levaduras (Thayer et al., 1978; Bradley and Savage, 1995). Los
aumentos reportados en la retencion y digestibilidad de cenizas, calcio y fésforo en pollos
adicionados con diferentes productos derivados de levaduras podrian mejorar la
mineralizacion de los huesos, y explicar el mayor diametro de la di&fisis inferior encontrada

en el presente trabajo.

En la tabla 8.2 se muestran los resultados de conteo de ocistos, concentracion de IgA 'y
lesiones histopatolégicas en duodeno y yeyuno y concentracion de LLM en suero de pollos
de 21 dias de edad. No se detectaron ocistos en los conteos realizados al dia 21 por efecto
de la adicién de PFL. Esto sugiere que el uso de jaulas en bateria elevadas mas la inclusion
de nicarbazina en los alimentos usados del dia 1 al 20 de edad fueron efectivos en evitar
la infeccion por coccidias. En cambio, la concentracién de IgA en el liquido obtenido del
duodeno fue mayor (P < 0.10) en los pollos PFL+, representando un incremento de 38%
respecto al grupo PFL-. Gomez-Verduzco et al. (2009) utilizando un producto basado en
paredes de levaduras en forma continua en el alimento de pollos en las primeras 4 semanas
de vida, encontraron un incremento en la concentracion de IgA en el intestino. Gao et al.
(2008) utilizando producto de levaduras en dosis de 0 a 7.5 kg/ton de alimento durante 42
dias en pollos encontraron aumento de 150% en la concentracion de IgA intestinal siendo
mayor con la dosis mayor de levadura tanto a 21, como 42 dias de edad. Rodriguez et al.
(2000) utilizando S. boulardii en pollos libres de gérmenes observaron aumento en los

titulos de IgA secretoras de hasta 75% a 10 dias post inoculacion. Estos hallazgos
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concuerdan con la mayor concentracion de IgA observada en el grupo PFL+ de este

trabajo.

En la evaluacion histopatolégica del intestino se encontré mayores signos de inflamacién
en el duodeno que el yeyuno de ambos grupos (con y sin PFL). Los cumulos linfoides y la
hiperplasia de las PP tuvieron promedios de 1.6 y 1.2, en una escala de 0-3, mientras que
en el yeyuno la mayoria de las observaciones fueron negativas. En ambos casos hay
signos de hiperemia, ligeramente mas pronunciadas en el yeyuno para ambos grupos. En
las lesiones del duodeno del grupo de pollos PFL+, los cumulos linfoides (P < 0.13) y la
hiperplasia de las PP (P < 0.10) mostraron aumentos discretos mientras que el grado de

hiperemia/hemorragia fue mas pronunciado (P < 0.05) en el grupo PFL-.

Tabla 8.2. Conteo de ocistos, concentracion de IgA y lesiones histopatologicas en duodeno

y yeyuno y concentracion de LLM en suero de pollos de 21 dias de edad.

Variables PFL- PFL+ EEM?®
Conteo de ocistos en heces 0 0 0
Concentracion de IgA en el yeyuno, ng/ml de liquido 78.95°P 101.93¢ 8.944

Lesiones histopatoldgicas en el duodeno

Cumulos linfoides 1.17 2.00 0.337
Hiperplasia de las PP 0.50¢ 1.83¢ 0.415
Hiperemia/hemorragia 1.50° 0.83° 0.269

Lesiones histopatologicas en el yeyuno

Cumulos linfoides 0.17 0.00 0.118
Hiperplasia de las PP 0.00 0.00 0
Hiperemia/hemorragia 1.83 217 0.401
Concentracion de LLM en suero, pg/ml 14.9 14.8 0.859
a Error estandar de la media.

b P < 0.10.

de P <0.05.

La concentracion de LLM en suero a los 21 dias de edad no mostré diferencias entre
tratamientos. Esto concuerda con los resultados del primer experimento en donde se

usaron niveles crecientes (0 a 1600 ppm) del mismo producto usado en el presente

123



experimento, en pollos de 17 a 35 dias de edad. Es de llamar la atencion que en el presente
trabajo la concentracion promedio de LLM fue de 14.85 ug/ml mientras que en el estudio

previo, la concentracion promedio fue de 8.825 ug/ml en pollos de 21 dias de edad.
8.4.2. Periodo de 21 a 28 dias de edad

En la tabla 8.3 se presenta el comportamiento productivo, peso de la canal y sus
componentes y medidas de la tibia en pollos de 21 a 28 dias de edad. Los pollos vacunados
al dia 21 recibieron aproximadamente 10,000 oquistes infectantes, mientras que la dosis
normalmente aplicada en pollos de un dia es equivalente a 600 oquistes esporulados. El
peso corporal de los pollos a los 28 dias de edad y la ganancia de peso en el periodo de
21 a 28 dias no mostraron diferencias estadisticas entre tratamientos. El consumo de
alimento fue similar entre los pollos de los grupos PFL-Vac- y PFL+Vac- (pollos que no
fueron vacunados), pero en los pollos PFL-Vac+ el consumo de alimento fue el mas bajo,
mientras que los pollos PFL+Vac+ mostraron un consumo intermedio (Interaccion PFL y
Vac, P < 0.05). En los pollos PFL-Vac+ el consumo se redujo en aproximadamente 9%
respecto a los pollos PFL-Vac-, y en los pollos PFL+Vac+ la reduccion en el consumo de

alimento solo fue de 3% respecto a los pollos PFL+Vac+.
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Tabla 8.3. Comportamiento productivo, peso de la canal y sus componentes y medidas de
la tibia en pollos de 21 a 28 dias de edad.

PFL- Vac- PFL- Vac+ PFL+ Vac- PFL+ Vac+ EEM?®

Comportamiento productivo

Peso final, g 1.21 1.21 1.21 1.23 0.014
Consumo de alimento, g 0.83° 0.75¢ 0.82° 0.79° 0.019
Ganancia de peso, g 0.50 0.50 0.50 0.52 0.013
Conversion alimenticia 1.68° 1.55f 1.65° 1.53f 0.039

Peso de la canal y sus componentes, g

Canal 649.63 634.23 631.76 641.44 11.835
Pechuga 229.81 219.30 222.59 228.93 5.529
Piernas 143.62 145.96 143.20 142.82 2.902
Muslos 109.01 107.20 104.33 105.77 2.392
Huacal 167.18 161.78 161.65 163.92 4.138

Medidas de la tibia

Longitud, cm 7.61¢ 7.42f 7.62¢ 7.40f 0.050
Peso en base seca, g 2.45 2.38 2.30 2.43 0.068
Peso de cenizas, g 0.70¢ 0.63" 0.71¢ 0.65" 0.031
Diametro de epifisis superior,

mm 1629 1615 1626 1627 17.23
Diametro de epifisis inferior,

mm 1232° 1216° 1262¢ 1234° 10.02
Diametro de la diafisis, mm 611° 596° 615° 621° 8.66

a Error estandar de la media.

b-d |nteraccion PFL y Vac, P < 0.05.
ef Efecto de Vac, P < 0.01.

oh Efecto de Vac, P < 0.05.

Spurlok (1997) reporté que el proceso inflamatorio del intestino y en otros érganos implica
la liberacion de interleucinas como IL-1 e IL-6, TNF que tienen efectos en los centros
nerviosos que controlan el consumo de alimento. La infeccion primaria de Coccidias
administradas oralmente pudieran haber inducido una reaccion inflamatoria suficiente para
deprimir parcialmente el consumo de alimento. Sin embargo, la resolucién rapida de la

infecciéon por la participacion del sistema inmune (humoral o celular) podria recuperar la
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capacidad de crecimiento de las aves. Pascual (2011) describe que el proceso de
recuperaciéon de las aves es mas rapido en las lineas genéticamente resistentes ya que
pueden incrementar mas rapidamente la presencia de células inmunes en la lamina propia,
reduciendo la capacidad de los esporozooitos de alcanzar las criptas. Gomez-Verduzco et
al. (2009) reportaron que las aves que consumieron PFL desarrollaron una respuesta
inmune inespecifica de mayor nivel que las aves que no recibieron el producto durante 21
dias. Es posible que una reaccién previa del sistema inmune a nivel intestinal sea mediada
por la presencia de levaduras en la dieta, lo que podria acelerar la respuesta en contra de

las coccidias independientemente de la linea genética del ave.

La conversion alimenticia fue similar entre los pollos PFL- y PFL+, pero fue mayor (P <
0.01) en los pollos Vac- en comparacion con los pollos Vac+. La mejora en la conversion
alimenticia en los pollos vacunados fue inesperada. Sin embargo, los efectos de esta
vacuna en pollos de 21 dias de edad sobre las variables productivas o cambios en fisiologia
digestiva y respuesta inmunitaria no se han descrito en trabajos previos. Como fue
observado anteriormente, el uso regular de esta vacuna es en pollos de un dia de edad
con el fin de provocar una respuesta inmune temprana previa a una infeccion de campo
por coccidias. Nollet et al. (2007) reportaron mayor peso corporal y ganancia de peso a los
15 dias de edad en pollos vacunados contra Coccidia comparados con los pollos no
vacunados en el dia uno de edad; la eficiencia alimenticia tuvo una tendencia a ser mayor
también en los pollos vacunados. En el mismo trabajo (Nollet et al., 2007) se encontré que
los pollos vacunados a un dia de edad y desafiados contra Coccidia a los 15 dias de edad
tuvieron menor peso y ganancia de peso en el periodo de 15-22 dias de edad, pero a los
42 dias de edad no hubo diferencias entre los grupos vacunados y no vacunados y

desafiados y no desafiados.

En otro estudio se reporté que pollos vacunados contra coccidias a los 8 dias de edad no
mostraron efectos detrimentales en la salud o peso corporal a los 30 dias de edad (Williams
y Andrews, 2001). Por su parte, Williams y Gobbi (2002) reportaron que los pollos
vacunados a un dia de edad tuvieron mayor peso corporal a los 37 (hembras) y a los 56
dias de edad (machos) comparados con los pollos no vacunados. En pollos vacunados a
un dia de edad y desafiados a los 28 dias con cepas virulentas de varias Coccidias, se

demostré efectos protectores de la vacuna sobre la presencia de lesiones intestinales y
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sobre la depresién del peso corporal, asi como mejoras en la conversion alimenticia en el
periodo posterior a la vacunacion (Crouch et al., 2003). Esto también coincide con la menor
incidencia de lesiones intestinales contra Enteritis necrética y los menores conteos de C.
perfringens en el ciego de pollos vacunados contra Coccidias y desafiados con C.
perfringens y con E. maxima comparados con los pollos desafiados, pero no vacunados
(Tsiouris et al., 2013); los autores sugieren que estos resultados probablemente se deben

a un efecto positivo de la vacuna sobre el ecosistema intestinal.

En el presente trabajo los pollos vacunados mostraron menor consumo de alimento, pero
igual ganancia de peso que los pollos no vacunados en el periodo de 21-28 dias, lo que
caus6 la menor conversion alimenticia, probablemente debido a una menor excrecion de
nutrientes, y por ende, mayor eficiencia en la digestiéon y absorcidon de nutrientes. En uno
de los trabajos pioneros de Sibbald (1975) se demostré que la excrecién de energia y
nitrégeno en gallos fue mayor conforme se aumento el nivel de alimentacion, lo que afecta
la conversion alimenticia negativamente. En los pollos vacunados, la reduccion del
consumo de alimento fue del orden del 6%, mientras que la conversion alimenticia se
mejoré en 7%, respecto a los pollos no vacunados. Aunque se usO una dosis alta de

oquistes vacunales, probablemente la edad de los pollos influyé en esta respuesta.

La concentracion de cenizas en la tibia fue similar entre tratamientos. La longitud de la
tibia (P < 0.01) y el peso de las cenizas de la tibia (P < 0.05) fueron menores en los pollos
Vac+. Walk et al. (2001) encontraron que en pollos vacunados a un dia de edad y no
vacunados contra Coccidia no hubo diferencias en la concentracion de cenizas de la tibia
alos 7 y 14 dias de edad, pero no se reportod el peso de las cenizas. En cambio, también
se ha observado (Ward et al., 1993; Watson et al., 2005) reduccion en el porcentaje de
cenizas en pollos infectados con una cepa de E. acervulina. En los tres trabajos citados
(Ward et al., 1993; Watson et al., 2005; Walk et al., 2001) se redujo el consumo de alimento
y la ganancia de peso en los pollos infectados. En cambio, en el presente trabajo, aunque
se redujo el consumo de alimento en los pollos desafiados, se mantuvo la ganancia de
peso, lo que puede deberse al mayor potencial de crecimiento de las lineas de pollos
modernos. Sin embargo, es probable que debido a que la tasa de mineralizacién 6sea es
menor a la tasa de sintesis de tejidos blandos, los huesos no alcanzaron a compensar en

su crecimiento, debido a que solo se midio el efecto en un periodo de siete dias.
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El diametro de la epifisis inferior y el diametro de la diafisis fueron dependientes de la
inclusion o no de PFL en la dieta y de la presencia o no de pollos vacunados (Interaccion
PFL y Vac, P <0.05). Los pollos que no recibieron PFL y que fueron vacunados (PFL-Vac+)
tuvieron menor diametro de la epifisis inferior comparados con los pollos PFL-Vac-, lo cual
coincide con los resultados de longitud y contenido de cenizas de la tibia discutidos
anteriormente. En cambio, los pollos PFL+ y que no fueron vacunados (Vac-) tuvieron el
mayor diametro de la epifisis inferior, respecto al resto de los tratamientos, mientras que
en los pollos PFL+Vac+ las medidas de la diéfisis inferior fueron similares al grupo PFL-
Vac-. Esto sugiere que la presencia de PFL en los pollos vacunados recuper¢ la capacidad
de mineralizacion de los huesos, probablemente a través de una mejora en la utilizacion

de minerales como el calcio y fésforo, como también se discutié previamente.

El diametro de la diafisis fue menor en los pollos PFL-Vac- comparado con los grupos PFL-
Vac+, PFL+Vac- y PFL+Vac+; entre estos tres tratamientos no hubo diferencias
significativas. Los efectos positivos de PFL sobre las variables relacionadas a la
mineralizacion de la tibia en los pollos vacunados, especialmente con el grosor del hueso,
probablemente tengan un mayor impacto en pollos alojados en piso y criados durante todo
el ciclo de vida, en donde los pollos estan expuestos a desafios naturales con diferentes
cepas de coccidias. Los beneficios pueden incluir menor incidencia de problemas
locomotores, fracturas y desechos en la granja, asi como una menor incidencia de

decomisos en rastro.

En el tabla 8.4 se muestra el conteo de ocistos, concentracién de IgA y lesiones
histopatoldgicas en duodeno y yeyuno y concentracion de LLM en suero de pollos de 28
dias de edad. En los pollos que no fueron vacunados no se encontraron ocistos a los 28
dias de edad, en cambio, los pollos que recibieron el reto por vacuna de coccidia, mostraron
una excrecién positiva de ocistos, siendo mayor para el grupo PFL-Vac+ comparado con
el grupo PFL+Vac+ (Interaccion PFL y Vac, P < 0.05). Estos resultados son
correspondientes con los datos ya previamente citados de la conversion de alimento, que
fue mas baja para el grupo que recibié PFL y el desafio por coccidia. En trabajos previos
se encontré disminucion del numero de ocistos excretados por aves que habian sido
infectadas por coccidia y que consumieron productos con MOS, similares a los que

reportamos en este trabajo (Gomez-Verduzco et al., 2009; Gao et al., 2009; Broomhead,
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2013; Stanley et al., 2004). Asi mismo Lillehoj y Okamura (2003) y Pascual et al. (2011)
mencionan que la reduccion en la excrecion de ocistos esta ligada a una respuesta del
sistema inmune tanto con la produccion de IgA, como con la aparicion de mayor actividad

de células asesinas.

La concentracion de IgA fue similar entre tratamientos. Es de notarse que respecto a la
concentracion observada al dia 21 (Cuadro 2) la concentracion de IgA al dia 28 se
incremento ligeramente en el grupo PFL-, pero se disminuy6é en el grupo PFL+, esto
independientemente del uso de la vacuna. Gao et al. (2009) utilizando niveles crecientes
de producto de levadura de S. cerevisiae observaron aumentos de 35-58% en IgA
secretoras en las tonsilas cecales con respecto a los controles, previo a un desafio;
después de 7 dias del desafio los controles que no recibieron PFL aumentaron en 43% la
concentracion de IgA, contra solo 23-27% en las aves que previamente habian consumido
el producto. Contrario al aumento en IgA en pollos PFL+ de 21 dias, en pollos PFL+ de 28
dias de edad, los niveles de IgA no aumentaron después de la infeccion, sino que mas bien

tendieron a ser menores, de la misma manera que en el reporte de Gao et al. (2009).
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Tabla 8.4. Conteo de ocistos, concentracion de IgA y lesiones histopatolégicas en duodeno

y yeyuno y concentracion de LLM en suero de pollos de 28 dias de edad.

PFL- Vac- PFL-Vac+ PFL+Vac- PFL+ Vac+ EEM?®
Conteo de ocistos en heces 0P 40816° 0P 21275  8657.5
Concentracion d'e .IgA en el 75 82 77 73 5746
yeyuno, ng/ml de liquido
Lesiones histopatoldgicas en el duodeno
Cumulos linfoides 2.00° 1.17% 1.00¢° 1.500d 0.369
Hiperplasia de las PP 0.50 1.17 0.67 1.33 0.508
Hiperemia/hemorragia 1.67 2.33 2.33 217 0.396
Lesiones histopatoldgicas en el yeyuno
Cumulos linfoides 0.50 0.83 0.50 0.50 0.307
Hiperplasia de las PP 0.00 0.00 0.00 0.00 0
Hiperemia/hemorragia®’ 1.17 2.00 1.67 2.83 0.329
Concentracién de LLM en suero, 15,565 13,344 11.87¢ 16.04° 1105

pg/ml

@ Error estandar de la media.

b-d |nteraccion PFL y Vac, P < 0.05.
¢ Efecto de PFL, P < 0.05.

f Efecto de Vac, P < 0.05.

La severidad de las lesiones histopatoldgicas encontradas fue de mayor magnitud en el
duodeno comparadas con el yeyuno. Los cumulos linfoides y el grado de
hiperemia/hemorragia fueron 2.6 y 1.2 veces mayores en el duodeno respecto a las mismas
variables en el yeyuno. Mientras que en la escala de 0-3, en la hiperplasia de las PP se
obtuvo un valor cercano a 1 en el duodeno, pero no se encontraron indicios de hiperplasia
de las PP (las lecturas fueron negativas). Se aprecid la presencia de coccidias en el
duodeno de los grupos infectados, lo que concuerda con las observaciones anteriores y la
excrecion de ocistos en heces. En el duodeno no hubo diferencias en los cimulos linfoides,
hiperplasia de las PP ni en el grado de hiperemia/hemorragia. En el yeyuno, hubo efecto

principal de PFL y Vac de manera independiente (P < 0.05) en el grado de
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hiperemia/hemorragia. El grado de hiperemia/hemorragia fue menor en el grupo Vacc-
comparado con Vacc+ y en el grupo PFL+ con relacién al PFL-. Los cumulos linfoides
fueron similares entre tratamientos; no se encontraron indicios de hiperplasia de las PP (las

lecturas fueron negativas).

Probablemente el uso de una dosis baja de ocistos esporulados causé que la severidad de
las lesiones también fuera limitada. De acuerdo a la clasificacién de Johnson y Reid (1970)
para lesiones macroscopicas en ambos grupos infectados se obtuvieron lesiones grado
cero tanto en duodeno como en yeyuno. Idris et al. (1997) mencionan una asociacion entre
la severidad de las lesiones macroscopicas y microscopicas con la dosis utilizada de
ocistos en la infeccion. De igual manera, el uso de lineas vacunales, también implica una
atenuacion de la capacidad de infeccion de las coccidias, aun con niveles altos de ocistos
inoculados (Fetterer, 2011). Sin embargo, a nivel microscépico se encontraron esquizontes
en el duodeno de ambos grupos infectados, lo que muestra que la infeccion por coccidia
se logro, aunque limitada. Gholamiandekhordi et al. (2007) utilizando una dosis similar (10x
de vacuna por ave) obtuvieron lesiones en intestino, solo cuando se mezclé también con
una infeccion de C. perfringens. La clasificacion de lesiones que ellos presentan fue similar
a la que se usé en la presente evaluacion para determinar la cantidad de células linfoides
y el grado de hiperemia/hemorragia. La severidad de las lesiones reportada por estos
autores (Gholamiandekhordi et al., 2007) fue similar a la que se reporta aqui con solo la

inclusion de vacuna de coccidia.

Nuestros datos estan en concordancia con los de otros autores que han mostrado
diferencias en la presencia de células linfoides en el duodeno como respuesta a la infeccion
por coccidias. Sin embargo, no se encontraron otros reportes sobre el crecimiento de las
PP en pollos adicionados con productos de levaduras, como se demostré en los pollos
sacrificados a los 21 dias, que recibieron PFL en el periodo de 1-20 dias. Por otra parte,
ya que esta estimulacion solo fue apreciable en el duodeno, esto podria deberse a una
rapida desaparicion del producto en la luz intestinal, posiblemente debido a mecanismos
de fagocitosis de las células M, y su posterior transformacién por los Macs o las células
dendriticas. Esta transformacion por las células presentadoras, explicaria los cambios en
la concentracion de IgA secretoras como ya se reportd. Por otra parte, el ligero aumento

de lesiones inflamatorias (hiperemia y aumento de cumulos linfoides) sugiere que la
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infeccién por la vacuna fue leve, que fue presentada en el duodeno, pero no en el yeyuno

de las aves sacrificadas.

Al comparar las lesiones histopatolégicas dentro de los grupos PFL- a los 21 y 28 dias, en
el duodeno se aprecia que la reaccién linfoide, el crecimiento de las PP y la
hiperemia/hemorragia disminuyeron sensiblemente al dia 28; lo que sugiere que no hubo
interferencia de otro tipo de desafios. Pero dentro de los grupos PFL+, los cimulos linfoides
y el tamano de las PP aumentaron en 1.6 y 1.8 veces mientras que el grado de
hiperemia/hemorragia disminuy6 del dia 21 al 28. Mientras que en el yeyuno, en ambos
grupos los cumulos linfoides disminuyeron y las respuestas en el tamafio de las PP y la

hiperemia/hemorragia se mantuvieron casi sin cambios entre el dia 21 y 28.

En la concentracién de LLM en suero a los 28 dias de edad se observd efecto de la
interaccién PFL y Vac (P < 0.05). En los pollos PFL-Vac- se observé menor concentracion
de LLM que en los pollos PFL+Vac- lo que podria sugerir que, a falta de un desafio con
coccidia, la adicién de PFL resulté con una menor actividad proinflamatoria, lo que causé
la menor concentracion de LLM. Mientras que los pollos PFL-Vac+ tuvieron menor
concentraciéon de LLM comparados con los pollos PFL+Vac+, lo cual podria indicar que
ante un desafio con coccidia, la presencia de PFL en el alimento promovié una mayor
respuesta proinflamatoria. Estos resultados no coinciden con los hallazgos del primer
experimento en donde no se encontrd ninguna relacion entre los niveles crecientes de PFL
en el alimento y la concentracion sérica de LLM probablemente porque no hubo un desafio
con coccidia. Se ha sugerido que uno de los mecanismos de accion de las levaduras se
relaciona a su interaccion con células dendriticas localizadas en la superficie mucosa asi
como con macroéfagos que reconocen las unidades de Manosa de la levadura. Esto puede
iniciar la produccion de LLM en el higado, lo que puede aumentar la opsonizacién de
microorganismos patdogenos con unidades de Manosa y N-acetilglucosamina en sus
paredes. Probablemente la presencia de ocistos vacunales indujo una respuesta similar, lo

qgue puede estar asociado a la menor excrecion de ocistos en los pollos PFL+Vac+.

Sin embargo, es aparente que los cambios en la concentracion de LLM del dia 21 al dia 28
después del desafio no se relacionaron con los cambios observados en la concentracion
de IgA en el duodeno en el mismo periodo. Esto sugiere que si la mayor concentracion de

LLM estuvo relacionada con la menor excrecion de ocistos en los pollos PFL+Vac+, este
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efecto no fue mediado por las IgA secretadas en el intestino. La concentracion promedio
de LLM fue de 14.20 pg/ml mientras que, en el estudio previo, la concentracién promedio

fue de 8.78 pg/ml en pollos de 28 dias de edad.

En reportes previos se identificaron lineas de gallinas que presentaban concentraciones
de LLM bajas (BLLM) y altas (ALLM) y a través de varios anos de seleccion se desarrollaron
dos lineas con genotipos BLLM y ALLM con el propésito de determinar las variaciones
genéticas y funciones de la LLM, especialmente, en las respuestas del sistema inmune en
aves desafiadas y no desafiadas (Lauren et al., 1998; Juul-Madsen et al., 2007; Kjaerup et
al., 2013). En un trabajo previo, se logré también demostrar diferencias en la concentracion
de LLM en pollos de engorda. Por estas razones se analizé los resultados del presente
trabajo con base en los posibles genotipos. En la investigacion reciente, se decidié utilizar
como parametro los valores de LLM a 21 dias, dado que estos valores ya no dependen de
la cantidad de LLM transmitida por las gallinas (Lauren and Nielsen, 2000; Norup et al.,
2009), y por tanto, ya solo son parte de la produccion de cada ave. Los pollos se dividieron
en BLLM, los cuales mostraron una concentracion menor de 10 pyg/ml de LLM a los 21 y

28 dias) y en ALLM, los pollos que tuvieron mas de10 pg/ml de LLM.

En el la tabla 8.5 se presentan las concentraciones de LLM en pollos de 21 y 28 dias y las
variables productivas de 21 a 28 dias de edad dentro de los cuatro tratamientos evaluados.
En todos los tratamientos, se observd pollos con diferentes genotipos expresado en el
fenotipo BLLM o ALLM. En todos los tratamientos hubo cinco pollos con los fenotipos BLLM
mientras que se tuvo entre 17-23 pollos en los fenotipos ALLM. Esto es que entre el 22-
30% de las aves por cada grupo fueron del genotipo BLLM y de 70-78% fueron ALLM. No
se encontraron aves negativas o que no produjeran LLM. Hubo una diferencia estadistica
en la concentracion de LLM entre los grupos BLLM y ALLM (P < 0.01) a los 21 (7.84 vs
16.15 pyg/ml) y 28 (7.27 vs 15.73 pg/ml) pero dentro de estos dos grupos no hubo cambios
en la concentracion de LLM dentro de los combinaciones de PFL y Vac y tampoco hubo
diferencias en las variables productivas al evaluar la interaccion entre la inclusién de PFL,

el desafio con Vac y el genotipo de los pollos.

En un trabajo previo se encontré que las concentraciones de LLM en pollos BLLM y ALLM
fueron en promedio de 6.50 y 11.09 pg/ml, respectivamente, a los 21 y 28 dias de edad

(Cortés et al., 2016). Estos valores son 14 y 10% menores a las concentraciones promedio
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de LLM que tuvieron los pollos BLLM y ALLM, respectivamente, a los 21 y 28 dias en el
presente trabajo. En gallinas de postura se ha reportado que las concentraciones de LLM
varian entre 2.6-7.3 y 11.1-30.4 pg/ml en los genotipos BLLM y ALLM, respectivamente
(Lauren et al., 1998; Juul-Madsen et al., 2007; Kjaerup et al., 2013). Los resultados del
presente trabajo coinciden con el estudio previo en donde se reporté que no hubo
diferencias en el peso corporal, consumo de alimento y conversion alimenticia entre los
pollos con genotipos BLLM y ALLM (Cortés et al., 2015). No se encontr6 en la literatura
cientifica reportes previos sobre los valores séricos de LLM en pollos de la linea Ross B308,
antes o después de una infeccién por coccidia. Sin embargo, las concentraciones de LLM
estan dentro de los rangos encontrados en estudios anteriores (Lauren et al., 1998; Juul-
Madsen et al., 2007; Kjaerup et al., 2013), en aves después de un desafio o infeccion con

otros agentes patogenos.
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Tabla 8.5. Concentracion de Lectina Ligadora de Mananos y variables productivas de 21 a

28 dias de edad de acuerdo al fenotipo con baja o alta concentracion de Lectina Ligadora

de Mananos.
Baja concentracion de LLM Alta concentracion de LLM
PFL- PFL- PFL+ PFL+ PFL- PFL- PFL+ PFL+ EEM-
Vac- Vac+ Vac- Vac+ Vac- Vact+ Vac- Vac+
Numero 5 5 5 5 22 23 22 17
LLM, 21 dias, pg/mLP 8.4 8.1 8.5 6.4 16.5 157 147 17.7  1.601
LLM, 28 dias, pg/mLP 8.2 6.7 6.7 7.5 170 153 133 17.3  1.592
Consumo de alimento, g/d 087 075 0.83 0.78 083 0.76 0.80 0.80 0.073
Ganancia de peso, g/d 056 048 053 0.53 049 050 049 053 0.026
Conversion alimenticia 155 158 158 1.48 1.71 1.53 1.65 1.53 0.075

a Error estandar de la media.

b Efecto del genotipo, P < 0.01.

Dentro de los pollos ALLM se observo dos patrones divergentes en las concentraciones de
LLM al dia 28 respecto a las concentraciones de LLM al dia 21. Un grupo de pollos mostré
una tendencia a tener menores concentraciones de LLM (entre 21 y 24%), los cuales se
clasificaron como no reactivos (ALLMnre), mientras que otro grupo mostré una tendencia
a tener mayores concentraciones de LLM (entre 11 y 29%), los que se clasificaron como
reactivos (ALLMre), respecto a las concentraciones del dia 21. De acuerdo a esta
clasificacién, pollos ALLMnre y ALLMre, y después de hacer un analisis estadistico se
encontraron diferencias en las concentraciones de LLM al dia 28 y el consumo de alimento
y ganancia de peso en el periodo de 21 a 28 dias de edad. La concentracion de LLM al dia
28 fue afectada (P < 0.05) por la interaccion entre PFL, Vac y el genotipo (Figura 8.1). La
concentracién de LLM en los pollos ALLMnre fue similar dentro de las diferentes
combinaciones de PFL y Vac. Pero la concentracion de LLM en los pollos ALLMre fue
mayor en PFL-Vac- y PFL+Vac+, intermedia en PFL-Vac+ y menor en PFL+Vac-. La
concentracién de LLM en los pollos PFL-Vac- y PFL+Vac+ también fueron mayores

respecto a la de los pollos ALLMnre.
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Figura 8.1. Lectina ligadora de Mananos a los 21 (A) y 28 (B) dias en pollos alimentados

con y sin levadura, vacunados y no vacunados y con diferente respuesta de LLM e
Interaccion PFL, Vac y Genotipo, P < 0.05; EEM = 1.755.

El consumo de alimento al dia 28 fue afectado (P < 0.01) por la interaccion entre PFL, Vac

y el genotipo (Figura 2A). El consumo de alimento dentro de los pollos ALLMre fue mayor

en los grupos PFL-Vac- y PFL+Vac-. Pero en los pollos ALLMnre el consumo de alimento

solamente fue menor en el grupo PFL-Vac+; esto indica que el grupo PFL+Vac+ fue capaz

de sobreponerse al desafio con Vac, mostrando un consumo similar a los pollos Vac-. La
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ganancia de peso al dia 28 fue afectado (P < 0.01) por la interaccion entre PFL, Vac y el
genotipo (Figura 8.2). La ganancia de peso dentro de los pollos ALLMre fue similar entre
tratamientos. En cambio, en los pollos ALLMnre la ganancia de peso fue mayor en el grupo

PFL+Vac+ comparada con el grupo PFL-Vac+ y fue intermedia en los otros dos grupos.

Estos resultados indican que, en lo general, dentro de los pollos ALLMnre, es decir, los que
mostraron una tendencia a tener menores concentraciones de LLM, el grupo PFL+Vac+

sobresalio por tener consumos de alimento y ganancia de peso similares a los pollos Vac-

Mientras que en los pollos ALLMre no se observé esta tendencia. En varios reportes (Juul-
Madsen et al., 2003, 2007; Norup et al., 2009; Schow et al., 2010) se han encontrado
cambios en los niveles séricos de LLM después cuatro dias de un desafio (Virus de
Bronquitis Infecciosa, P. multocida, E. coli, virus de Laringo Traquitis) y los titulos van
recuperando su nivel normal en los siguientes 6-15 dias de la infecciéon. Este patron de
respuesta demuestra que las LLM son proteinas de la fase de choque. De acuerdo al
modelo de la presente investigacion, no se tomaron muestras a los cuatro dias para no
aumentar el estrés de manejo sobre las aves. Sin embargo, debido al ciclo mismo de la
coccidia, se conoce que las lesiones mas importantes sobre la pared del intestino se
producen de cuatro a seis dias posteriores a la infeccion, por lo que se esperaba encontrar
cambio en los niveles séricos aun en las muestras tomadas a los 7 dias. Cortes et al. (2015)
no encontraron cambios en los niveles séricos de LLM en aves restada por virus vacunal
de Enfermedad de Newcastle, independientemente del consumo de PFL. No se encontrd
informacion de referencia para comparar los resultados por una infeccion subclinica de

coccidia como la conseguida en este trabajo.

El andlisis de las variables zootécnicas por tratamiento al dividir a los mismos por niveles
séricos ALLMnre y ALLMre (Figuras 8.1 y 8. 2) muestra algunas diferencias al compararlas
solamente por los tratamientos como se desarrollé anteriormente (Tabla 8.1). Los pesos
de una parte de las aves ALLM fueron menores que los mostrados por los pollos BLLM en
los tratamientos no retados, tanto si consumieron o no PFL. Dichos resultados son similares
a los obtenidos por Cortés et al (2015) que reporta menores consumos de alimento y
menores pesos numéricamente en las aves que tiene el fenotipo ALLM cuando no existe
un reto infeccioso. Al ser una proteina de la fase aguda, la produccion de LLM implica una

respuesta a un estimulo producido por algun factor antigénico que esta activando al
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sistema inmune, y con esto la produccion de Interleucinas (IL-1-B y IL-6, TNFa) reportadas
por Sgrensen et al. (2006) como factores necesarios para la produccion hepatica de las
mismas. La presencia de estas interleucinas a ciertos niveles, interfiere con el consumo
voluntario de alimento, ademas de la eficiencia de utilizacion de nutrientes (Spurlock |,
1997).

Figura 8.2. Consumo de alimento (A, #'nteraccion PFL, Vac y Genotipo, P < 0.01; EEM =
0.0252) y ganancia de peso (B, #'nteracciéon PFL, Vac y Genotipo, P < 0.01; EEM = 0.0260)
de 21 a 28 dias en pollos alimentados con y sin levadura, vacunados y no vacunados y con

diferente respuesta de LLM.

138



Los efectos de la infeccién por coccidia producen la misma respuesta del TLAI ya
mencionada anteriormente, con los efectos de la produccion de interleucinas pro
inflamatorias en el organismo. Norup et al (2009) encuentran que la infeccién por E. coli en
el intestino reduce mas el peso en las aves BLLM que las ALLM. Este mismo efecto
numéricamente fue encontrado en esta evaluacién donde los grupos BLLM y ALLMnre
retados por coccidias que no consumieron PFL, tuvieron el consumo mas bajo de alimento
y la menor ganancia de peso. Por otra parte, en estos animales infectados el grupo con
ALLMre tuvo un peso similar a los controles. Este resultado no ha sido mencionado en la
literatura, sin embargo, es congruente con el efecto esperado de la reaccion innata ante la

presencia de un agente infeccioso en el intestino.

Los grupos BLLM o ALLM dentro del tratamiento retado que consumié PFL tuvieron
mejores respuestas numéricamente de peso y consumo de alimento en relacién con los
que no consumieron PFL, sin llegar a ser tan altos como en los grupos no retados. No se

tienen referencias que permitan la comparacion de estos datos.
8. 5 Conclusiones

La infeccion por coccidia es una condicion generalizada en los pollos de engorda criados
en piso. La reduccién de los problemas causados por esta infeccion es de la mayor
importancia sobre los resultados econdmicos de la parvada, dado que involucra la ganancia

de peso de las aves.

Dentro del desarrollo de este trabajo se encontré una diferencia de menor consumo de
alimento de las aves infectadas. El grado de infeccidén sin embargo se puede considerar
que fue subclinico tanto por las lesiones presentadas en el intestino, como por el poco

efecto sobre el peso final de las aves que no fue diferente entre los distintos tratamientos.

El consumo de PFL se relaciond con una mayor produccién de IgA en el intestino de las
aves antes del reto por coccidias, pero no después del mismo. También se encontré una
relacion significativa con la reduccién de la excrecién de ocistos por gramo de heces.
Dichos efectos se reflejaron numéricamente en cambios positivos de las variables

zootécnicas de ganancia de peso y consumo de alimento en la fase post infeccion.
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Las diferencias entre los tratamientos ALLM no son perceptibles (Tabla 5) si se toman en
conjunto los datos de los tratamientos, sin hacer la diferencia entre las tendencias de las
LLM entre el dia 21 y el 28 del experimento. Esto implicaria la existencia de diferencias no
solo basadas en el fenotipo ALLM o BLLM, sino un fenotipo secundario en las aves ALLM,
que no habia sido descrito en la literatura previa y que tiene una influencia importante en
el desempefio de las aves, tanto en condiciones sanitarias 6ptimas o cuando son retadas

por un agente infeccioso.

Adicionalmente dicha reaccién es modificada por la presencia de los PFL que al tener una
accion sobre el sistema inmune innato y de memoria (basada en la respuesta IgA
encontrada), modifican las condiciones en que se realiza la respuesta inflamatoria del
intestino en las aves sanas clinicamente y las retadas por un agente infeccioso como las

coccidias en nuestro experimento.
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CAPITULO IX CONCLUSIONES

a)

b)

f)

La inmunidad a nivel intestinal en el pollo de engorda es un proceso basico para
mantener la capacidad de crecimiento del ave al mejorar la integridad de la mucosa

y permitir la digestién y absorcién mayor de nutrientes.

El proceso inmune en el intestino esta mediado por factores humorales y celulares.
Este proceso ha sido descrito por varios autores. En esta tesis pusimos especial

énfasis en uno de los factores humorales las Lectinas Ligadoras de Mananos.

La inmunidad humoral a nivel del intestino es importantemente mediada por las IgA
que se secretan como respuesta del sistema inmune a los agentes potencialmente
patogenos y también para aquellos microorganismos que deben regularse en su

crecimiento.

Las LLM son un tipo de Lectina que se secretan principalmente en el higado
(posiblemente también en el intestino) y son capaces de ligarse a estructuras de
tipo Manosa en los microorganismos, activando la fijaciéon de factores del
complemento o la fagocitosis. Aunque se conoce que son muy importantes para el
control primario de varias enfermedades infecciosa, su papel en la inmunidad

intestinal no ha sido estudiado.

La micro flora del intestino se implanta desde la primera semana y continta
cambiando durante la vida del ave. El papel de la micro biota en madurar al sistema
inmune y permitir una serie de reacciones defensivas ha sido estudiado en
numerosos trabajos. La modificacion de esta micro biota por la interaccion entre la

dieta y el sistema inmune es clave para mantener la salud del animal.

Con el retiro de los productos antibidticos, se ha generado un nuevo conocimiento
de los posibles efectos de algunos productos que cambian la micro biota y con ello
la respuesta del sistema inmune y proteger la salud del ave aun en condiciones de

alto reto.
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o))

k)

El pollo de engorda en las condiciones actuales de crianza, tendra siempre
asociado un crecimiento de coccidias en el intestino mientras no se pueda
establecer una inmunidad efectiva contra el parasito. Para contrarrestar esta
deficiencia de la inmunidad, se utilizan drogas anticoccidiales de diferentes tipos.
Estas drogas son parte de los programas que estan en cuestionamiento por los
consumidores y con posibilidades de ser retiradas del mercado en los proximos

anos.

Como parte de los productos considerados para mejorar el desempenio del pollo de
engorda se han probado los productos de Levaduras (Sacharomices sereviciae) en
diferentes presentaciones. En varios de los trabajos se han mostrado efectos
benéficos para reducir el dafio por coccidias. Sin embargo, no se ha descrito el

posible mecanismo para lograrlo.

Una posible explicacion del efecto de la los productos de levaduras para ejercer
este control, esta dado por la presencia adicional de IgA en la luz del intestino y la
mayor capacidad de respuesta de las lineas celulares, que ha sido mostrada por
otros autores. Sin embargo la participacion asociada de otros factores inmunes

como las LLM no ha sido estudiada a este nivel.

En el primer estudio fue realizado en la linea Ross B308 que son poblaciones
hibridas (para los genotipos asociados con la producciéon de LLM) como son
encontradas en los pollos de engorda comerciales. Se puedo determinar la
presencia de LLM en todos ellos. Sin embargo, los genotipos bLLM y aLLM pueden

estar sub o sobre representados, dependiendo de la distribucién en cada poblacién.

Controlar el genotipo sera crucial para la correcta evaluacion de los resultados de
los programas de vacunacion y de los efectos clinicos, asi como de los resultados
productivos de los promotores de crecimiento como los PFL y otros productos
derivados de levaduras, dada la intima relacion que se da entre el sistema inmune
y la respuesta de ganancia de peso e indice de conversion. Estos factores parecen

diferir entre los genotipos bLLM y aLLM.
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1)

P)

q)

El consumo de PFL no alterd el patrén sérico de las LLM (para los genotipos bLLM
o0 aLLM), es decir estos productos no ejercen una accién sobre el sistema inmune
que sea correlacionada con la activacion de este tipo de respuesta innata en

ninguno de los niveles de consumo de PFL

Bajo las condiciones de campo, la presencia de bajos titulos de Ac después de la
vacunacion, podria no ser causada por una falla de vacunacién, mas bien por la
presencia de pollos de engorda bLLM y aLLM como ya fue descrita por otros

autores y que mostramos también para la vacunacion contra ENC

Dentro del desarrollo del segundo trabajo (con vacunacion para coccidiosis) se
encontré una diferencia de menor consumo de alimento de las aves infectadas. El
grado de infeccién sin embargo se puede considerar que fue subclinico tanto por
las lesiones presentadas en el intestino, como por el poco efecto sobre el peso final

de las aves que no fue diferente entre los distintos tratamientos

El consumo de PFL se relacion6 con una mayor produccion de IgA en el intestino
de las aves antes del reto por coccidias, pero no después del mismo. También se
encontré una relacion significativa con la reduccion de la excrecion de ocistos por
gramo de heces. Dichos efectos se reflejaron numéricamente en cambios positivos
de las variables zootécnicas de ganancia de peso y consumo de alimento en la fase

post infeccion.

Se encontraron diferencias entre las aves aLLM que no son perceptibles si se toman
en conjunto los datos de los tratamientos, sin hacer la diferencia entre las
tendencias de las LLM entre el dia 21 y el 28 correspondientes al periodo pos
infeccién del experimento. Esto implicaria la existencia de diferencias no solo
basadas en el fenotipo aLLM o bLLM, sino un fenotipo secundario en las aves
aLLM, que no habia sido descrito en la literatura previa y que tiene una influencia
importante en el desempefio de las aves, tanto en condiciones sanitarias 6ptimas o

cuando son retadas por un agente infeccioso.

Adicionalmente dicha respuesta es modificada por la presencia de los PFL que al

tener una accion sobre el sistema inmune innato y de memoria (basada en la
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respuesta IgA encontrada), modifican las condiciones en que se realiza la respuesta
inflamatoria del intestino en las aves sanas clinicamente y las retadas por un agente
infeccioso como las coccidias en nuestro experimento. Esta interaccion no habia
sido descrita en la literatura. Se vuelve de importancia al ser un factor que modifica

los resultados de la parvada compuesta de hibridos para la produccion de LLM.

El estudio mas detallado de la respuesta inmune innata mediada por las LLM en los
pollos de engorda constituye una oportunidad de realizar una mejor seleccion
genética de las aves para aumentar su resistencia a las enfermedades, previendo

un menor uso de antibiéticos en la crianza en los proximos afios.

s) Asi mismo, sera necesaria una mayor informacion en como estas posibles nuevas

lineas genéticas interaccionan con productos como los derivados de levaduras que
a su vez tienen un efecto sobre la respuesta inmune del intestino. Ambos
conocimientos deberan ser considerados para la formulacion de programas de
prevencion-tratamiento de enfermedades (como la coccidiosis), consiguiendo

mejores resultados productivos a menores costos.
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