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RESUMEN 

Gattía .[spjnosa Gmy.: ~unoprofil~· ·; :_ caracl:I'ii~Ción -p~ial de', linfocinas, en la 

profec~ióri de ¡¿_-cocCi~-~~~ ~Vi~;----~~j~ J~· ~~Ci_~-~-:~~---~D:·.~:~.~~1~ i:e~e.Z _~aW; ·Php. 
Vianney f. Ortiz Nav~Íc, M:C; RcYnaldo M~~no ~. Pb,o: Ármando lsibiw. '.'.""ujo. y Ph..D. 

MichaclH._~t)_<- -::·; ·' 

sob::::.:~::::::;:ru:~t:ó:u~rEt~±.:ti~t1frc::~ 
anle c1e...illos por ckneri:,.fe11eU~ en pollos de W&oniá, e~~wmdo cl tri¡,;;·ii~;;ío p;:.;J¡liciiC:~ ~1 i:r-ÍLK 

a través de la severidad de lesión cecal (D;tudio 1) y~¡ ¡.;Ía! ~~;J.,~:;,•;.· ,rec~ (¡:_;¡;;;¡¡º 'i). fui el 

estudio t, 270pollos fueron asignados aleatoriant~~~·~-.~ -~e-~~-~~~-ne~~ y·_3 -~~e~_~, 
con tres réplicas cada WIO a) Grupo exj,;;rim~ntal, fócb;' las aves )ue~;. ~Úladas 
intraperitonealmente, a los 14 días de edad con 1 ntl ·del i:r,wc; pruterioríriente éad:i grupo fue 

desafiado con una dosis única de 1000 ooquisles/áve, a loo 3 cl:Ícpení1ienk; 1), 5 C~rimenÍO Z) y 7 
(Experimento 3) días poslerioru a la admhústración del fil'-ILK; b) Teslis~ ~tivo; c) T~tÍgo ~ativo. 
Las aves de los experimentos 1 y 2, que recibieron .el tratamiénto ~liláCtico del fil'-ÍLK a lcis 3 y 5. 

días antes del desafio, resultaron con un 100 y 76% de proÍCCción a bis lesiones. cec"1es 

respcctivamenle, a diferencia de las aves del testigo positivo CP < 0.001). Sin emb"'&o no hubo 

diferencias significativas entre el grupo experimental. y. ¡lositivo des~. a los 7 días posleriores al 

tratantiento con las i:r-ILK CP > Ó.05), El estudio 2, fue sintilar en su diseil~; al experlmento 1, pero en 

este estudio las aves fueron desafiadas con 200 ooquistes/ave, ¡)ara evaluar el. rlí~ero. ~tal. de 

ooquistes en heces. los resultados fueron similares al experimento .1, debido a que las a~~. que 

recibieron el tratamiento profiláctico con las fil'-Il.K, mos~n una reducción significativa .en .el total 

de ooquisles cecales en comparació~ con el testigo positivo CP < 0.05), pero ''° iui a los 7 días CP > 

0.05). D;tos resultados muestran q~ la administración profiláctica del i:r-ILK inducen protecclón 

contra de.safios de Eim,•1ill tene/b por un máximo de 5 días, al mostrar la reducción en Jos valoi-es de 

severidad de lesión cecal y conleo de ooquistes. 

Se delemtinó en esle estudio la presencia de dos 1infocinas del fil'-ILK q1;., han mcistrado conferir 

prolección a pollitos de 14 días. Una de ellas es la IL-2 que fue delenninada a través de ensayos. de 

proliferación celular, iucoipor.utdo sff-timidina al ADN celular, mostrando un increntento en la 

proliferación de linfoblastos de pollo, que fueron estadisticáníeilte significativos cP < 0.05) con 

respecto a la pobre proliferación de los linfoblastos de pollo con IL-Z de ratón (C-63). Dentro del 

estudio también se observó que las diluciones dobles seriadas del fil'-ILK disntinuyen 

significativamenle la proliferación celular CP < 0,001). La presencia de ITN y y posiblemente de FNr, se 

delenninó por medio de el incremento de moléculas de clase I, clase Il y f!....m del CMH de linfocitos T 

de pollo, a través de citomctria de 8.ujo, · obseivárulose. wt inc·remento significativo de estos, en 

conqiaración con el CMH basal de los linfocitos T de pollo, al adicionar 10 % y 20 % del 
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sobrenadante llanwlo J:r-ll.K (P < 0,05), también hubó wt incremento sWúficativo de las moléculas 

clase 1 y &,m del CMH de linfocitos T, al awnentarde 10 % ~I sobt~nadaitte a itn 2096 (P < 0.05), 
sil\ embrugo no sucedió lo mismo COI\ la el<pre.riól\ de' la molécula de clase ll .W > 0.05). En este 

estudio, se dan evidencias de que en la inmunidad mediada par linfoCitos. Tc:on'tra Coccidias aviares, se 
encuentren involucradas éstas linfocinas. 
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SUMMARV 

Broi!er chickens were trealed _ prophylactically _ with the soluble products from Con A­

stimulaled T-lymphocytes from Eúneria_ téneJh-Wocted chickens G:r-wo in otder to inveJtigate the 

effect of such ~hy~tic treatment ori· c<icaÍ 8ross lesion SCor. values and total count of oocyst in 

feces in ~Yo sq)arate 'studies. -··In ~tú.di~ one,. 270 broilen were randomly assigned into 3 different 

expcrintents and 3_ trCalments wiUt 3 replicates each: a) E."l'Orintental group, all binls were injecled 

inai.peri~y ált4 diys of age with 1 mllbinl of ET-11.K. A subset ofbinls were Ulett challenged 
orally:\\itll iooé> -Óocystlblltl at either 3 (experimental !), 5(experimental 2) or 7(expcrimental 3) 

days aller ET-ILK admhnstration; b) Posilive conlro~ e) Negative control Al both 3 and 5 days post­

challet\Se, prophylactic treabnenl of chickens with ET-ll.K resulled in a 100-76 % protection in cecal 

score Iesion respectively as compared with positive control chickeru (P < 0.001), although there were 

no significan! ditferenc... between experimental and positive control groups al 7 days past-challet\Se 

(P > 0,05), ln sludie 2, a similar experimental design was use, however in litis expcriment, chicks 

were challet\Se<I \\ith 200 oocystlbird, in Ottler to evaluate Ute total count of oocyst in fec.... SinÍilarly, 

at boUt 3 and 5 days past-cltallel\%e, prophylactic lreabnenl \\ith ET-ll.K also resulled in a signiticÍtnl 
reduction ofUte total count of oocyst in feceJ as compared with positive control group CP < _0.05), but 

not al 7 days (P > 0.05). TheJe results indicate that Ute prophylactic administratÍon of i:f-ll.K indw:es 

protectlon agai.11St Eimeria /eJtella for a maximwn of 5 days folloWÍt\S the ET-ILK admÍniStratiOn, as 

evidence<I by a rcduction in both oocystprocluction andgross lesion score values; 

ln Ute present study, the presence of Il.-2, IFN y and probably 'IJllF were detefmined in the soluble 

products from Con A-stimulaled T·lymphocytes from Eimeria tenc.'lla·infected chickens (ET-IUO. 

Usi'IS a Iymphccy1e prolifuration assay, the presenée of IL-Z was evaluated by "H-thymidine 

incotporati°'" showi'IS significan! ditferen= (P < 0.001) when compared with the negativo control 

C:-63/IL-2 recombinan! mouse cell line. Altematively, the presence of lntetferón gamma and probably 

'INF in Ute ET-ILK supernales was detecled by the increasiJ\% cell stuface class 1 and class II molecules 

expression of the ~UIC by flow cytometry •. ln the present study, we provide further evidence that T· 

Iymphocytes mediate inununity against avian coccidia probably Utrough the procluction of theJe 

iniporlanl Iymphokines. 

Key Wo~: .. Broile.1:5, Chickens, Eimerio tenella, IJ:tterleukin~2, ffN y, Tumor Necrosis Factor, 
Lyttlphokines; T-lyitlpltocytrs. 
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INMUNOPROllLAXIS Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LINFOCINAS, EN LA PROTECCION 

DE LA COCCIDIOSIS AVIAR. 

INl1!.0DUCCION 

Coccidiosis Aviar: ·: ·.·: ·., _. -~· _· :·;- ~' 

r.., la enfem1cdad pamsitari~ -~ ~1ayo~--~~-~~á_·en :~ ~ustria avícÓla mundial, por sus 

grnndes pérdidas económicas de.ode_ hac~ .. 3.o_ 'itilos~ ,Causada por un protozoario-parásito del 

género Elnwlia, qué se cafactC~a pOf_~er-~~C~~-ul~~-~bligado,'ho.spedador específico, ciclo de 

vida limitado, qÚe induce en.' ~I , 11Q#ro/¡';érc:1iWi de peso, retardo en el crecimiento, 

despigmentación y morlltlidad .variable: ~DougBJ y ReicÍ,.1991; Moreno, 1989b), siendo las 

aves entre 4 y 6 se~;.,,.. éÍe vid;;; i;;,'pn;;~¡~~e~Íe IÚ~t.ídas (Wakelin et 11!, 1991; Rose et 11/, 

1990; Moreno_ el :a~ ~9~2~~:_·'~~- .. t~-~~O/~~r-."n·~~-ln?-P~, existen 2 especies de coccidia 

altantente difulliti~·y qu~ se p~~tá~'en1Í;;;y~~Poi:.ie~taje en la industrria avícola del pollo de 

eng~rdA, que s~~:- Ei~~'J:i~~~~;le~~~~ ~~~~~-q~~:,,ª~-· (~o;eno, l 992c). 

Coccidiosis con alta mortalidad: ':-

La E~~na' feltcUó' es·¡;~ -Pmf~zo~d~·parásito·~~~e sC caracteriza principalmente por causar 

lesiones espectaculares en ciego;,--.~!,¡ mort:Üidad ·y inotbilidad, pérdida de peso entre otros 
signos. Parasita únicamente las células locallUdas en el subepirelio del ciego, donde al 4° dia del 

PP, los e.squizontes de 2• generación son ya m~~~.; e inician la niptura de los enterocitos con la 

consecuente aparición de hemo1T8gi~ mac~scópicas, rui.cia el 6º día del PP se inicia la 

liberaciót¡ de ooquistes que después del día 7 del PP conúenzan a declinar (McDougal y Reid, 
1991; Moreno, 1989b; Bafundo, 1994). ·Otra caracreristica importan!< es que es poco 

irununogérúca, lo que la hace un constante problema en las granjas, requiriendo mayor número 

de exposiciones a ooquistes, para inducir una respuesta eficaz (Bafundo, 1994; Sti.ff el al, 1993; -

Long et 11!, l986c). . 

Control de Ja coccidiosis: 

Dependiendo del número de ooquistes ingeridos y el grado de patogeniciciad de la ·cepa, 

resultaran la coccicüosis clínica o -súbclinica, siendo ésta última la ... más: i_Jn~rtan't~~''. pO~· Íto 

presentarse los signos característicos y favorecer un brote clínico con t~ sW; ~~~k~as_' éM~~Íto~ 
1989b; Moreno et 11!, 1980a). 

F.slo ha creado la elaboración de fánnacru de síntes~ ,quiniic.a y ~."!e~~n~ión_~~ológica, 
para el control de la enfermedad desde 1948, sin embM'go los .;,,ticoccidia.ió~ ·(b, amb~s g~pos 
presentan llinitantes como son: 1) Que no existe un fánn~ ·.qu_e e~~ ~ _t~~· i~ esp~cÍes 
existentes en el pollo y 2) El desanollo de resistencia por parte de las c.;;,cidí~, lo~~áJ JUÍ 



inducido a la elaboración&;; ·~e~nte.s estrategias en su .wo, c~mo son los programas duales, 

mezcla y rótadón de anti~occidianos 'cMcDougal y Reid, 1991;McDugal, 1994). · 

La el~~ciOn .c1e.·.YaC~~ .- viv~~ p~~ es~l~~er ~u·ru~: _'en. ··~as .. aves, son u~ 
p~ci~ahne~~' en'~~ ._re~~u~~~r~·. ~ ~u~. ~-·~stufa ~~~ ree~pi~, s~' ~e~~-~º· ~u 
aplicación ~~·-~-.f'.1".~' ~·~.~~ ~--é-~~e~~~~ Y~.·.ti~ne·-~~~ ~~~o:' t> .. In~~~i.Ó~ #nuevas 
cepas a la _g,.;;,,ja; 2) Rie.i8o •ci;, c.:O~ ..;; broho 'cli,;íi:ci y 3j oeP;ruli~rd, del ti¡x; ~ vacuna, 

~mO~ ·de;ar··swcq,tibJes a_ J~ .ª~~·-~o~tr~-·~·~¡~ -~ · EimCria :~-~~~-~~~' _1_984d; _M.o~nO, 
1985e): · .,. >.; .. ·· • 

.Nuevas JM:~Cti~U-dé ~U~~c~órl:c~~~ 1~. ~~cldioru:" 
Actualmeitte úiS hlveStjgaciOiteS'Se 'está.ti-enCóC&zido· actualmente, ·a: - 1) descubrir cuáles son 

~:c:i::.~t17¡z·rt~b~:7t:~m:rtipt:~~~:;t:;· :::Jºe~:: 
(Lilleh.;j°y T~Út~ l9fÍ3J; 3) Obten~lcl~ y da;..~te0rización .~ anlig~no; de Cimerias, obteÍtidos a 
través ~ biÓI~ molécular, parn obtener anti.i~n.;s ;._,,.;ÍnbinanÍes -de coccidia, que puedan ser 

us~s ccimo p(isful~ vacww (Lillehoj y Tn:iut, Í993); · 

hllnllru~ coDl:ra IÍl coccidiÓsis aviar: 
- /. . : ,· .· ' . . ' 

Para el caso- de la coccidioSis aviar, se ha observado en estudios in vivo que d.OsiS bajas y 

~tidas- de:·Eim~rin fe~el/11 y Eimeri.1 acervulinn pn>ctucen una respuesta irunu~~_en ei· ~\'.e, 
sÍIJiciente para soportar un desafio tardio con ~is altas de ooquiste.s (Bafundo, 1993;Joiher ruid 
Norton, 1973; Long el ni, 1986c; Nakai el ni, 1992; Stiff y Bafundo, 1993). OtroS estudio~ hán 

mostradci que en el desa1T01lo de la inmunidad, Ja humoral está implícita en la respi.e..ta, pero· no 

~ slÍficieitte -l'ara establecer una respuesta irunune eficaz, donde esté implicada Ja ~unidad 
celtdar. (Wakelin el ni, 1991; Rose el ni, 1990; Dimtlngton el 11/, 1992), incluso si hay difererite.s · 

J~plotiP?s del CMH, no existe diferencia significativa en el U:tcremento de la itununidad humoral 

(Dinnington el ni, 1992). El mecanismo de protección contra la coccidiosis aviar aún es 

dcsconocido,pcro los trabajos ya se han iniciado para conocer el funcionamiento. 

Los LT, confieren protección contra Elmcnil lene/Ja, por la secreción. de :_tinfOcinas. " 

AntigUBiñ~ñtC; ·1.a fomia de controlar a un microol8anistno intracelular como Ja. :ÚSteniJ 

111011ocytogcncs y S.1/111011elln e11len'lidls, era por extractos derivados de células de bazo, 

pro~enientes de hospederos irunu1úzados, utilizando como modelo a los ratones (czuprhÚl."Y .~/ 
ni, 1985a; · Czupriml.1' et al,1987b; Czuprinsl.1' el al, I 988c). Recientemente ya eX:iste evidenciá 

sobre la inhibición de la coccidiosis, a través de las linfocinas (Long el ni, 1971a; KlesÍus et ni, 
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1983). Se ha descubierto que los LT provenientes de pollos irununizados contra Ei111cni1 lene/Ja y 

estimulados con la eón-A (conocidas como Eiineria k'llclla-immune-linphakines ET-ILJO, 

.secretan linfocinas que protegen a cultivos celulares de pollo, a las 48 h. po.s-infección con 

Ei111cria lene/Ja, al reducir la invasión de esporozoilos a la células húesped e inhibir el desatTOllo 

intracelular (Kogut el al, 1987a), posteriomtente en un ensayo in vivo, éstas mismas f:r-JLK 

inoct~adas'IP a pollos.de 14 días de edad y desafiadas 2 clias después con una dosi.5 subletal de 

Eimenil · 1c"ndlo~ disnúnuyeron Ja severidad de lesión c~cal, así como el número de ooquistes 

cec.~es, lo cual nO ocurrió con las lirúocinas provenientes de aves no inntunizadas eón Eimeria 
tcneUa (Eúncria lene/Ja-Non lnunune lymphokine, ET-NILK) (Kogut et al, 1988b). Las linfocinas 

provenientes de linfocitos T, disminuyen el número de ooquistes en estudios in vivo _con pollitos, 

e inhiben in vüro el desarrollo intracelular de Cimeria tcneUa y E/merla ncervulina ante desaJios 

homólogos (LiUehoj et 11!, I989a). Otro estudio ntás minucioso, mostró que la mencionada 

protección il1 vivo e in vitro, conferida por las ET-ILK, se atribuye a linfocinas con peso molecular 

mayor a 10,000 Daltones y que, al diluir éstas, dismhtuye la inhibición del desarrollo del parásito 

dentro de la célula húesped y que su acbrúnistración in vivo en dosis mayores a 0.1 mi/ave 

aumenta significativamente la protección al disminuir la severidad de lesiones cecales y el 

nún1ero de ooquistes por ave. Este mismo estudio muestra que Ja administración IP lwta ahora, 

es la única vía que confiere protección, ya que en Ja administración intramuscular la protección 

.se ve disuünuida y el efecto es nulo cuando se utiliza la vía .subcutánea (Kogut et al, 1992c). 

La protección del ET·ILK han mostrado su eficacia IÍI vivo, cuando son a.dministrndas a 30 

minutos, 12, 24, 36 y 48 h. antes del desafio con E. teneUa., lo cual no sucede si é.stas son 

administradas 12 h. después del desafio CKogut et ni, 1992c). 

Citocinas secretadas por linfocitos ,Ti 
En el hwn.ano y ra.tólt, ·.se.~ ~·~ubiedo ~_ Cat'a~terizado ".arias citoc~ como, IL·Z, IL~3, 

1FN y, FEC-GM y FNr entre otras (Abbas et al, 1994; Paul, 1993). Sin etnbatgo, en medicina 

vetC~a, s~lo se .·~n carac_t~riZ~ IL·8 e ii~Z-en;Jo; b<:>~~s·, (~MiliJL,~ ,~/.al, Ú)~~), IT..z_ de 

felino (Bauer et al, 1988) e iI.-.z de po.llo (Myer.i_ctal, 199ZÍ:·~ . . . . 

Liberación de citocinas: 

La liberación de citocinas se propicia por la pre.senCi~\J~·-uii~'Ni, ci~~· ~~i'~ una Cas~ada-~ 
eventos por palie del sistema irunmútario del ~osp~dc~. ~~1~~-:~ -~~on~i~ '~01· u~. e~~· 
que lo procesa para presentarlo en su molécula de superflcle de d;,.e I! (Cl\IB m ·a1 rec".Ptor de 

Ja célula TuV, iniciándose asi UJ1a comuni~ación ·entre' ~éi~as ~r'rc~~Pf~~ ·de ,~,~~·wrana._A 
partir de este momento, se inicia otro tipo de corntinÍ~~ión ~~~h-e·Ja.s· CéJ~as, qúe es-~ traV'és ~ . 



mediadores solubles denomi.J1ados citocinas. Las primeras citocinas secretadas inteIVienen en la 

activc,ción, crecimiento y diferenciación de los litúocitos T, entJ:-e ellas tenemos a la IL-2 

pmducida poi· LT CD.-+ y CDH+, la IL-4 producida por LT CD,.+. Postcrionuente son liberadas 

oh·as citocinas que regulan la inflamación, tal es el caso del IFNy producido por LT CD,.+, CDs+ 

y por J.T11 0, el FNT11 pmducicfa por LT activos, la IL-10 producida por LTu2 y LT CD,.+, la 

IL-5 es producida por LT CD4+. Existe otra citocina liberada por los LT CD,.+, que estimula el 

crccinticnto y diferenciación de leucocitos irunaduros o FEC-GM (Abbas el 11!, 1994; Paul, 1993).' 

Las Iinfocinas del ET-ILK, inoculadas a pollitos de 14 días de edad, disminuyen la severidad de 

lesión ceC'al li1 n·vo e i.11.lúben el desarrollo del esporozoito en estudios Ji1 vitro (Kogut e.'/ ni, 1992; 

Lillchoj c.'f 11/, 1989). Se ha obscIVado que las linfocinas provenientes de los LT estimulados con 

Con-A, activan a los macrófagos por un mecanismo aún no esclarecido, pudiendo ser uno de los 

responsables la presencia de Il'Ny (Lillehoj et íll, 1989). Otros investigadores mostr.tron 

patcfalmente la presencia de lfN en las ET-11.K, mediante su desnahtralización al ser tratado con 

SGºC por 30 minutos, SOºC por 10 minutos, a pH de Z ó con hipsina (Kogut e!/ ni, l992c), así 

como se ha descrito en otros SN con interferón (l.ockhart, I9i3; Grossberg, 1987). Más tarde 

otros investigadores obh1vieron un sobrenad.ante de LT de bazo de pollo, estimulados con Con-A, 

a un;t dosis de 10 µg/ml y purificaron UN que mostró inteiviene en Ja expresión del CMH 11 de 

mouocilos de sa1~1"e perifé1ica de pollo (Kaspcrs el :JI, 1994). Se ha identificado y caracterizado 

parcfalmcnte IL-2 de pollo en SN obtetúdos de LT estimulados con Con-A, a una dosis de -15 

µg/ntl (Mye1-s t:f u/, 1992),pero también se i-epo11a una dosis desde .2.5 J.18/ml de Con-A para 

su obtención (Gómez t:l ni, 1995). Recientemente ya se identificaron IL-2 e lFN y del SE-Il.K y 

del SG-ILK, por Gómez (1995). El SE-II.K ha mostrado cmúerir protección a pollitos de 1 día de 

celad (l\!cGmdcr <I ni, 1993a), 18 días de edad (TeUez el 11i, 1993a), así como a los 18 di.,;· cie. · 
dcsnrrollo embrionario (McG1uder d 111, 1995b) anle desafios por Sa/111011cl/a entcritidis, pero 

también existe 1nutección al día de edad contra .'i: g11/llit:1n1111 (\Vong ,:/ al 1994) y S. 

lyp/11i111111i1111 (Ray r;:I ni, 1993), incluso contra Eimerk1 te11el/:1 en pollitos de 14 días de edad 

(Gal'cia el 01!, 1995). El SG-ILK también ha mostrndo cotúerir protección contra· desa.fios por 

.:.:1!111011d/;1 sallit1.1nm1 (TeUez ,.¡al, 1994bJ. Los ET-Il.K, SE-ILK y SG-ILK, han sido obtenidos a 

través de la estinmlación con i.5 µg/ml de Con-A durante cultivo de LT a 41ºC, 4% C02 poi: 48 

h, clonde los SE-ILK y SG-ILK han mostrado tenerll.-2 e IFN y (Gómez et al, 1995). 
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HIP01T.SIS 

l)Las liiúocinas provenientes de LT de aves imuuncs contra l.'linelia tenelhl, inoculadas 

inh<\peritoncalmente a pollitos de 14 días de celad, protegerán contnt desnfios pal' ElinCniJ 

tc:ndln, por más de 24 h de administradas • 

.'.?) D sobre11.1dantc de linfcx.i.rut.s oblcnidas a partil' de linfocitos T de aves irumu1e.s contra: /Jmeti1 

k•uf..'!la, csfuttuL'U!as con Con·A, contiene IL·Z. 

3) U sobren.-tdiltlte de linfocinas obtc1údas a partir de linfocitos T de aves itumutcs cOnh-n · F.imelin 

lc:m:JJ11, estimulados con Con-A, i ·ontiene ITN y y fNT 

OUJ!;TIVO GENERAL 

l)[valuación de la pmtccción confcrid.1 por las linfocinas provenientes de LT de aves immmcs 

contra l'imc.•1i:J ft..'llt:J/¡¡, inocnlad.1S intraperitoncalmcnte a pollitos de 14 días de. c~d,. R. 

diferentes tiempos de desafio con wia cepa de /.íitk'J1;·1 /r:11dk1. y dctenninar la presencia de IL-2 y 

linfocinas que incrementen la expresión de molCculas del CMII. 

OBJCTIVOS PARTICULARES 

1.1) Evaluación de la disminución de la scvcricfad de lesiones macroscópi~:as del de,io, en aves 

desafiadas en fonna independiente a los 3, 5 y 7 días con Eimcri11 ten~lln.\_-i 

1.2) Evaluación en la disminución de la producción de ooquistcs cecales; en aves desafiadas -en 

íonna independiente n los 3, 5 )' i días con Eimcrin tc11c:lla. 

1.3) Identificar y cuantificar pan..;almcnte la IL-2, en el sobreu.ndante de li.nfocinas-obtenidas a partir 

de linfocitos T de a\·cs inmunes contr.t f:üneni1 tc11el/:1, estimulados con Con-A, a través de ensayos de 

proliferación celuhu·, incOJl"°rando SH-tinúdina. 

1.4) Identificar y cuantificar paicialt11e11te linfociuas que inct"Cmentan la expresión de moléculas del 

CAU-1, en el sobnm.ad.mte obtenido a partir de linfocitos T de aves humme.s contni Eli11t.'lil tcm.~Jl:J, 

e.stümtlados con Con-A, utili7.ando AcM• y citomeb.fa de flujo. 

' Los rudicuetpos monocloMles fueron donados por el Dr. Jim Kauffinan del Instituto Bascl de 

lrumwología, Basilca, Suiza. 



MATERIAL Y MtTODOS 

Preparación de parásitos: 

Se u.só la cepa MOR-80 de EJi11cria .tmc/1:1, dÓ.nada por el Dr. Reyruúdo Moreno,' Jos 

ooquistcs fueron cosechados, esponúados y a.linacenados cOluo se de3c~ (Long el al, 197Gb). 

Animales experimentales: 

Se usaron 270 pollos de 14 díns de edad para la eValuación dC la severidad de lesiones cecales 

(estudio l), así como 144 pollos para Ja evaluación del número de ooquistes (esh1dio Z). Las .aves 

se recibieron al día de edad, en el Centro de Enseñanza, luvestigación y E.'Ctensión en Producción 

Avícola (C.E.l.E.P.A.) de la Facultad de· Medicina· Veterinaria y Zootecnia de la U1úversidad 

Nacional Autónama de México; se c1iaron juntos en piso Ji.is ta el cüa J 3l1 de edad y a partir del 

día 14º de edad en adelante, las aves fueron Jotificadas aleatoriamente. Las aves recibieron 

alimento con 2296 P.C. y 2,900 Kcal de ene®a metabolizable/Kg, hasta fa 4ª semana de edad y 

bajo restricción alimenticia nahtral, posferionnente sólo se modificó Ja dieta a 1996 P.C. y 3,100 

Kcal Juuta Ja fase tcnninal del experimento . Todas las aves recibieron alimento con 

anticoccidiano (120 ppnt de nicarl>azina) desde el día de edad hllsta 5 días antes de aplicar los 

desafios. Se adminishú a.gua nd /ibitum. 

Animales para inmunización con E. tcnclla para la obtención del ET~ILK: 

Se utilizaron pollos comerciales clínicamente sanos Avian Fanu de 4 semanas de edad, Criados 
. - . . . - . ' 

enjatllas en baterías cou calefacción, con a.gua y alimento nd libitutn. (1996 P.C~ y 3,100 Kcal) siti 

anticoccidiano. Las aves fueron expuestas por E. tenella, durante 14 cüaS~ion u~ dÓs~ ~.1000 
ooquistes/cüa/ave, que induce una inmunidad sólida en Ja .protéc.éión:de:·~Ü~'·QoYne~··¡¡nd 
Norton, 19i3). Pasados 10 días de la ílltima dosis, las aves fuero~ ~~crifi~~·p~~:l~ ~~nclóÍt 
de los bazos (Kogut "' .11, 1992). · .. 

Preparación del ET-ILK: .. · ...... 

La obtención de céhúas de bazo, aislamiento de L~, ~~r-,¿c~~~-y P~~¡.~~iÓ~· ru; lhJocht~, se 

l'ealizá como lo describe la técnica _CKogUt et a), ÚJ~2). · .. · 
~ ·.· 

Ruta de- adnünistz:tci~Jt! _ ;'. :. . , _ ·." .· . ; :'._ · ... ' : _ <. ; : 

Se inoculo 1.0 nM~v.e 'deIET,ILK por vía IP, a todos los pollos de 14 días de edad, que se 

encon~b~n en los ~~s ~:~~l~~nÚÍ~ .CKo8t~t éÍ_.ÍJ/, Í!J~Z),'-... · - " 



Desafio con la capa MOR-80: 

En el exPerimCnto 1 (Evaluación de la sevelidad de lesión cecal), se. utilizó una dosis única_ de 

1
1
000 ooquisles/ave, la que produce severidad de lesión 1+ .. (MorCno--~, al,' 198oa). Para el 

experimento 2 (Evaluación de ooquistes),se utilizó una dos~ única_de 200 ooquistes/ave. 

Diseños Experimentales del estudio in vivo: 
Estudio 1: Se evaluó la severidad de lesión cecal macroscópica al 4° dia posterior al desafio 

por Einwnil ft:11t://a a lodas las aves. El diseño experime1ltS.t estu~o fonnado por 3 experimentos 

independientes (con 3 réplica 1 cada uno): a) D·esafio con Eimcria lt:nclla a Jos 3 días 

posinoculación del ET-ll.K, b) Desafio por E. tenellu .ª lo.i 5 días posinoculación del ET-IlJC y c) 

Desafio por E. fe.mella a los 7 días posinocula.ción de las ET- ILK. Cada uno de ellos a su vez con 3 

tratanúenlos: 1) Testigo positivo (no tratado-desafiado), 2) Experimental (tratado-desafiado) y 

3) Testigo negativo (no tratado-no desafiado). Se asignaron aleatoriamente 15 aves para cada 

repetición. 

Estudio 2: Se evaluó t;I número de ooquistcs cecales al 6° día posterior al desafio con Eimeria 

ft!neUa en todos Jos grupos. El diseño experimental está formado por 3 e>q:>eriinentos 

independientes (con 3 réplicas cada uno): a) Desafio por E. f•'llella a los 3 días posinoculación 

del ET-IlJC, b) Desafio por E. /ene/la a Jos 5 días posinoculación del ET-ll.K y e) Desafio por t: 
lene/la a los 7 días posinoculación del f:r-ll.IC. Cada uno de ellos a su vez con 3 tratamientos : 1) 

·.Testigo positivo (desafiado-no tratado), 2) Experimental (desafiado-tratado) y 3) Testigo negativo 

(no desafiado-no tratado). Se asignaron aleatoriamenle 5 aves por repeticiótL 

EValuación de la severidad de las lesiones macroscópicas y número de ooq~tcs cec~~: 

La severidad de las lesiones cecales fue evaluada como Jo describen Johnion y Reid (1970). El 

Conteo de ooquis~~ se realizó por el método de McMaster, tal como lo, ~cribe, e~ . .su técnica 

Long (1976b). 

Análisis eSiadú:ticO-. del experimenio iñ vivo: 

Los. resultados del conteo de-ooqll;,,t;;.-fu.,;,;n ~01rietid0s. a. un ANDEV A. para detemúnar las 

diferé~cias·eñtfe l~-=~t~i~~ñtos.>Se .. wó ia'p~~ba "cfu Scheffé parit detennimr las diferencias 

estadístic~1Criie s;&iiffic~ti~~·~~b-e -~~di~1°ritedí;in1e i~ ·~·~acló~ det P119uete estadístico SAS 

(Luginlmke y Sclúlotzlmuser, 1987); Para ru;tcnnhiar ias diferencias estadísticas signilicnlivas en 

el porcentaje de las.~~ .. ~ono sin iesiones cecaJes se u.tilizó la prueba de Ji" (Zar, 1984 J. 



J'rcpnración de lirüobwtos para el eruayo de proliferación celU!ar. . 

La obtención y preparación de ia.. celulas de baz.o '"realizó :omo la c!e$cribe la. técrUca (Gómez el 

11/,1995). 

Ensayo de proliferación celular: 

En una placa de c1tltivo celular (Nunc F96) de 96 pozoS, se colocaron ZOOµ¡ clel·E'l'-ILK en la 

piünera línea de la placa y de C-63 respectivamente. A partir de aJú se ~un dilucioné.s dobles 

seriadas hasta la dilución 1:512 por biplicadc para ambos SN; seguidai;teÍl¡;; en cada pozo se 

colocaron 100 ¡ú de suspe1uión con los linfoblastos, dejándolos incubárJ>or48 ha 3?'Cy~\l6 C02. 

Al ténniuo de 48 h de incubación se incoiporó a cada tUtD de los po?.Ói 1 ·µCi 'cie tinlidma-¡;,;.,.,.,h 
con bitio (Jllelhyl-3H Duponl Bo..ton) y se dejó en la placa por otras 24 lt"';,,,i.s de incubación 

(mismos parámetros). ímalmente las células fueron cosechadas en filtros:cie·ñbrn·d.Vidrio'(Skatton 
inslnunenls 11028 Englar!d) para contar la cantidad inco~ de tiitiliwÚt ;.i ADN celitlar, a ira'vés 

de un contador de centelleo liquido (lleckman LS600SE, U.S.A). Coitio te".;tigo ·;~ali~ci se uÍilizó el 

CG3, que no es especifica para linfoblastos de ave, debido a la p~encüi de ·barrera de ~fo cGóttiez 

e/al, 1995). 

Preparación de LTpara el eruayo del CMH: 

La obtención de LTse realizó como se describe enla léénica(TeUéz clnl, rn93a). 

Ensayo para el incremento clel CMH de pollo: 

Se utilizar.un linfoblastos de pollo, que fueron incubados por 24 h, 37°C y 5% C02 en ~ajas de 

medio de cultivo (NUnc F9G) con 10% y 20% de los E'l'-ll.K, cada uno por biplicádo. ·Al ténnino del 

periodo de incubación, se utilizó la técnica descrita por Gómez (1993), para la deterininación del 

incremenlo de moléculas de expresión de clase-1 (txperienmlo !), l!:: m (Experlmenlo 2) y.clase-U 

(Experimento 3) del Cl\Ui,se utilizaron AcM de ratón lgG, anti-moléculas cilise 1 (f21-2i, fl.._nt (F21-

21) y clase-U (2Gl 1) del CMH de pollo,posle1ionnente fueron. marcados con JsG~cfe cabra anti-rnlxjn_· 

(Gibco). La lectura se realizó por la medición de la intensidad de fluorescencia por éitolÍteb.fu de flujo 

CFACsort) clel software LYSIS U (Beclon Dickinson). 

Análisis estadlslico para el estudio in vilrr:r. 

Se utilizó Wt ANDEVA pam detenninar si hubo diferencias esladisticas en cada. Wto. de los 

experimenlo del CMH; para determinar c1uiles fueron difere~ se uSó la pru.¡,. de Scheffe del 

paquete estadístico SAS a.ugenbuke y Schilolzhause, 1987).Para cl eruay~ de proliferaaón se uÍilizó 



una T-student para detérntirulr diferencias significativas entre los grupos, así Uüsmo se utilizó wt 

análisis de reg=ión WiCai para deíenninar el efecto de ia dilución de las lliüocinas del sobre1Wlanle 

1:1'-II.K sobre la proliferación celular (Zar,, 1984), 



RESULTADOS 

En los resultados Íll viVo de a~os estu~os, se pre3ent3~ lo.s datos promedios por. réplicas Y 
por grupos. 

&studio 1 

Ev_alliaciÓ~ _i:n Í~ ·~,~~lnu~idn ~e !a ~J!C~~dlÍ~~c J~sioncs /na~~cd/iicas. 
Evalu..ción del de.•fio a Jos 3 días pÓ.s ~tración deÍ t:r-ILK: 

Se obser,;~~ &~;..;n~i~ .;;sirlficativ.:. ~riiz'.e 'et gruP., ~itivo y el grupo que recibió ei 

traianü~ntó p~tiÍá~tic? d.1 Er.-ILK (p.¿ 0.001), que no pres~ntó lesiones cecales (Cuadro 1). 

EvaÍuación del ~~fi~~ !Os 5 días posadministración del ET-Il.K: 

Se obse,.:;aror. direr1'~ci..; .;;.nificativas entre el grupo positivo y el grupo que recibió . el 

tratat~~n~o:·p~fiiáC.~co del ir-ILK (p <-0.001), Sin emhiiigo~ se. ~~se~~-:-u~ .re·d~ció~--parcial 
del z496 ~n la protecció~ del grupo que recibieron las t:r-ILK (Citadro ·!):· . . . 

Evaluación del desafio a Jos 7 días posadministración del ET-ILK: ·· 
No se enc~ntraron cliÍerencias signüi_catÍ~as e~~ ~1_ gro~ -~SÍtivo Y".~é~ ~ _ci~ ·tec:ibie~n 

el tratamiento profiláctico con las ET-ILK (P.> 0.05), ya que el I00%de ias áves pre;entó les.iones 

cecales (Cuadro 1). 

&stwlio Z 

F.VaJUación. de Ja dii,'!'1~uc!~n ~ti Ja p~u~c~"ón~ ~~-?"'luis/e~_".~/~. : : , 
Eval~ación del desafio~ los 3 dias posadnUÍústraclón del ET:iu<:(; .··' 

Las aves que recibieron el ttabuniemo profiláctico c01ú1l:I t:r-n.K;'niostrarori una reducción 

significativa en el total de ooquisk'.< c.c;.¡., ~;; compittacl.\n .coo el , ~~~ Pasitjvo 11' < O.OS) 
(Cuadro 2). .' >. ··' 

. . .. . . '· ·, '·-;-~:-~.~' " , 

Evaluación.del desafio a los 5 dias posadminislración del t:r:ILKi'.:· ' 

Hubo diferencias significativas entre las aves del grupo positivo yefque
0

~ilÍÍó el. tratamiento 

profiláctico del ET-iu<, ;.¡ obsetvarse la menor cantidad cú; a<iq;JJt~ ~~~al~ en el grupo tratado 
con ET-IJ.K (P < 0.05) (Cuadro 2). 

Evaluación del desafio a los 7 dias posadministración del ET-ILK: 

No hubo diferencias sigiüficativas entre l,;, ávés . d.(gruj,;, .positivo· y. el que recibió el 

tratai1üento profiláctico del t:r-ILK CP > o.así, ya qu; ¡, ..... ~~taron ta misma cantidad de 

ooquistes (Cuadro 2). 

10 



Resultados in vi/ro. 
Ensayo para la expresión del CMH, por el 1:1'-ILK. 

/:x¡m!sión de/¡¡ moftfcu/¡¡ a del lllflf-l(l:xperimento 1), 

Se observaron diferencias esÚidislicus signifü:ativa.' ( P < 0.05) entre los l.T de pollo.que recibieron 

JO y 20% rcspcotivamen!C del ET-ILK, en relación al testigo basal, al observa~ Ún. ínci>;mcnto de la 
exprcsión de moléculas de clase-! de los LT de pollo. T~mbién hubo diferen~ias significativas IP. < 

0.05) en el incrcmcnto de la expresión de moléculas del CMll-1 entre lA,adl11inistnlción de. to% del 
E'J'-ILK,CÍm res¡x-ctoal adicionar .el 20% (figura 1 ). . 

. " -
Expresión de mo/écu/8s & m del llW/1-l(l:xperimcnto 2). · · ;::• 

Se observaron difenmcias signilÍcativas <P < o:os> c~tre losLT~~ ~11~ qu~ ;.,.,ibi~ronIO y 20% ·. 
del E'J'-lLK, ~n reJ.Cíón ~i !Cstigó basal; al observar un incicl11enlo de íá ~x'prcsióii de ín;,léculas dé ia 
B: m de loS LT de pollo. También se enco~lraron difereni:ías ~ignifi~~tiv~ én ej incremimto de la 
expresión de 14 molécula il: m, al inéremenliÍr la cantidaddc.l:l':ILK de 10 á 2o% (P <: 0.05) Cfígura 
2). . ... ... . ' · .. ·. ,. ·• .. :.: ... ' .. •,'· 

Expresión de 'molécl,;;;;e//4se~I/(txperimento 3); · ' 

Se enoo~traron diferencias 5\gnificátivasCntre los LT de poÍlo que ''),.,ibicron. !Ó y 20% del 
sobrenad~nle del cT:ILK, ~on respOCÍo al lest~o ba.<al <r < o,os>!'s;ri'~mb~i&o nohubo diferencias 
signific.ÍÍi~as ~~ ~I incre~ento de 14 exprcsiÓn W, I_; mo!écÚlas dé ~raSc Hentre !.,;. LT que rcclbicron 
10 y 20%d.1 ~renadii~tc i:r~uJ( cr> 0.05) <Figura iJ. · · ·· · · 

Ensayo do prolire.:..Ción de Íinfob1...fos; por el tT~ILK. 
Se observó un, i~'crel11.~nÍo de proliferació~ e>iadlsli6amente significativo, en aq~cl~ 1Ínfoblas1os de 

pollo que recibieron el ET-ILK, ~ diferencia de Íos linfoblastos qué recibiéron ~I é-63 W < o.OS> en 
todas las diludones (Figur-.i 4); Tumbi~nse obSÓ,_;óque ~¡ cxi~ el efecto d~ ~m~~ión 'del ET:ILK, al 
disminuir la proliferación de linfobJ.sío"~ (I' <'o.OÓJ) (Figura Sl, lo': c.ual no scccáio c~n c.1 c:63 con 
una P >'0.05 (figura 6). 
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DISCUSION 

Obseivación del efecto del ET-ILK: 

Los resttltados obterúdos en el presente estudio muestran la existencia de protección ~oiúerida 

por tos sobienadantcs provenientes de LT aislados de aves irununcs contra F.Ji1wnil frmel/11 .Y que 

la actividad de éstos sobre sus células blanco en el huésped, es importante para el control de las , 

Eim,•ti:1s spp aviares (Kogut r:t .·1/, 1992c; Lillehoj el ni, 1989a; Long c.•/ al, 1971a; Klesi1A:5 t!f.111, 

1983; Kogut •I al, 1987a; Kogut •l ;¡/, 1988b). Sin embargo el efecto ptufiláctico_del ET-D.K, 

mostró ser de corta duración según nuestro eshldio, ya que sólo se obscivan Jo~ .e~~~.ios ~:e"néfi.Cos 
por un tiempo máximo de 5 días posteriores a la administración del t:r-ILK, como se muestra en 

la disnúnución de lesiones cecales. (Cuadro 1) y disminución del número de ~uis~tes ··ce~~~ 2)·. 

Eslc corto peri~ podria deberse a Ja vida media fisiológica de las citocinas Y Sú ~&Utación 
dentro del of8.<uilimo áviar como sigue: a) Las citocinas son considet'adas ~~te~_··~~l~les __ cfe 

distinlos pesos moleculares, que son sintetizadas por los LT ó LB; ambos tipoS·~;húares son 

responsables efe sintetizarlas bajo su propio códjgo genético y "º a través de o~·~cétu1as- o por 

medio c:1e proteínas extraceluJares complementarias CPauI, t993>; b>-cacta una tieUe -.-función 

especi.6Cá, ai adh~-rirse a los receptores de la célula blanco (Abbas et aÍ, 1994);:~)-·~entan- una 

vida media corta,· por ejemplo Ja II.·2 humana tiene una vida mediá. inicial c!C' G a:·J'2 uiliiut~· y 

de 40 a 80 minutos en fase tenninal (Anderson y Sorenson,1994), la·&.raión c!C' S3 li;_y la de 

pollo de 9.7 lt. (Kromer e/al, 1984); d) La liberación de las citocinas de s;,·~élÚ!a orlgen,«1ep.nc1e 

del tieiupo que se estimule a la célula receptora, que puede_darse po~ ~~~u1 .. ~··a traY~-:~ ·.º-~:(s) 
citocina(s) o entre receptores de membrana, como el CMH y .el R.CT; e) 'Í'Íe~Po ~-,p~C~C.ia del 

Ag en el orsanismo, capaz de mantener activo al sistema ~une, -~rntltiilldO ~Í iá ºP~~~cia ~: 
citocinas en el medio extracelular. (Paul, 1994; Abbas .t~t, 1994;. LycÍy,;rd ~tal; 1993); 'o LaS 
citocinas que liberan los linfocitos Tul son princip~eute á.~~ IL·.~,-~-y-_' y--.. ~~-~~ .0bbas e/ 
al, 1994), pero se sabe que también pueden secretar FNT (Hutchinscin, 19fi3¡; ~·~.;.de ser 

principalmente liberada por los utacrófagos (Zhang ,., ;,, 1995; Abbas ·~i fi1,\9s4>;, C'ada ~~de 
ellas tiene funciones especificas al adJ1erirst: as~ _cé~~~_bl~.~-0~ pP~,~ej~~1Pt'O~- ~a)t~2~Csfuúlila el 

crecimiento de los LT, NK y LB; la ll.·3 estimul_a el crec~~nl? ~ ~~ienCii:c~~-~#·~~- l~s ·ti~ 
celulares; el IFN y activa a las macrófagos,·célutaS·NK y·_~él~.;;·~~l~tÍ~es-,-·~í·COmo.el 
incremento de las móleculas del CMH 1 y 11 de t;,i., ¡,;., cél;.J.;.¡ ~l ri:!;-GM, ;ropicia la 

diferenciación hacia granul~itos: Y. fagocit~S:_:: nÍ~~~~~~~:~~:~:::·e .. fui~ia_;: ~(; 'c.~Cú'n.ie~~ _ y 

diferenciaciOn de todas las lineas , c~lula~; ~l ~-~ -~~~~V~_:'P~~i~~e~~, ~ .10~ :_.~eu'~fitos, 
eosinófilos y fagocitos mo~onucleare.s ~ c".'~ttib~f ~ a la :~~~~~xi.S -~ ie~~~~i~t~~ _al ;~·~O de la 

inflamación (Abbas •1 al, 1994; Paul; ·1994)."to anterio.r)iace suponer ~ite el efec;,, p·rotec!Ór por 

parte del ET-ILK, se ru:ba a_estas últimas funciones. .. ' . 
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Se ha mostrado. que los LT provenientes de aves irununizadas contra Eimcria m:ixima secretan 
lfN y un FSC aún no .clasificado (Byme.s et a~ 1993), En otras especies como los bovinos, se ha 

observado qúe:el IFN y -recoinbinaÍlte de bÓvino, inhibC la invasión de Eimcria te11eUa hacia 

cultivos i11 vilro.<K~~t a.:i~ Lang~·, 1989). C~nsiderando que el llNy de humano y ratón, activa 

a Íos macróf~~~·y· ci~e éstos désiruyen.a protozo~os (Taveme et al, 1993), e.s-posibte s~ncr 
qUC estos fagodtos .titonon~cle~,· ~nbié~ puedan de3~ a las Eimerias sp aviares. ~o hay 

que descártar la poSibilidad de que los heteró61os tainbién podrian tener una importancia en el 

control~ las'EitTlérins sp y que la posible pre..e;,cia dél FEC-GM esté involucrada. 

l'rcscncia de /Ü1/ocinas en el sobrenadan/e lT-ILK: . · · 

·Se conoce que los LT en las aves producen in vitro U.-2 e IFN a' través de la esfuitulación con 

miiógenos como la Con-A (Frederic:Sen ySruun1H,'198i;síi'mbl.;¡:. 'et ni, Í9B8; My~rs el al, 1992) y 

fitohemoaglutinina (PtW (Sclwetzler et~/, i983) y; ¡,o~· ÍÍ1ezcla de ¡;¡oanlisenos <Efrat et ni, 1982; 

Pruwse y Pallisl<r, 1989; IJljknwis et ni, 1990), de ;g¡Jal. man.;;..· q~ en Íos mamíferos (Coligan et ni, 

1992; Ca11hcll y Snúth, 1983). Ari misín~ ~ ha:. de~tadoIL-2 e mi y de pollo en loo SE-UX y SGC 

llJ\ (Gómez et al, 1995). El ET·ll.l<, ftu!piOduciilo bilnmén a través de Con-A y densidades de 1 x 

101 células/mi, como se ha descrito- (Tell~~ -~t ~I, 199sa; Gómez et al, 1995; Kogut et al, 1992c), 

En el ens~y~ ~ ~~~~~ci~~.~· los. ~ulfados confirman la presencia de U.-2 al obse1Var la 
proliferación de lirúobiiisto;-Ji·p;,uo <rÍsura 4) y el efecto de las diluciones del ET-ILK (Figura 5), 

lo cual evidencia la existenci~--de· una linfocina con funcione.s de proliferación celular, Jo que 
concuerda con. ia· a~·tiyidad ·de ~-2, ya reportadas en otros SN de aves (Gómez et al, 1995), 

boviÍios (Sanwiuu:a'dt al, 1SSSl,felinos (Bauer el ni, 1988) y en humanos y ratones (Fédelman, 

1993;Pau1;1993;Ai>1'a'.; e1;1, Í994). 

En el ensayO ~. ~~ exp~ión del CMH, los resultados evidencian la presencia de llN .y y 

pooibleínente.del 00, en el ET·ILK (Í18Uras 1 a 3), al obseivar una de las funciones ya conocidas, __ .. 

como el incr:emenl~·.d:. ;,,oJécltlas de clase-!, ll,m y clase-II del CMH de LT. La eiépre..iÓ~ de.las 

moléculas del CMH de. pollo, puede deberse al llN y y al FNT, ya que éstas han mostrado tener 

e.sta fundón·en los hUmanos y·ratones,en e.studios independiente.s con citocinas (Hutcltfuson.et ni 

1993; Paul', l993; Abb;., _e/ ni 1994); sin embai&o a través de SN crudos de LT esiÍmuÍ.dos éo~ 
Con-Á, no sé I~ repOrtado la presencia de FNT, como la principal linfocina p~uci~~ '.Lcls 

estudios con el uso de Con-Á y densidades celulares de LT aviares de 1 x 1 QT /mi,·· . 
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reportan al IFN como Ul1JI. linfocina mayormente encontrada (Efrat et al, 1982; Prow.se y Pallister, 

1989), evidenciaiitlo su pre..ncia a 1rav6 de e;,,,ayai de actiwi.d vn:.i (\vciter y 8;uow~ 1987; 

DiJlaruuis ·et al, 1Íl90), activición de Ín.;;;;\fagc,'i (ÓÍjkmans ~/ni, 19ÍJO; K,;.j,.n eÍ al, 1994) e 

incremento de ;,.oléculas de ch.se u en los monocitos aviare3 (IWpcn et al, 1994). 

Con base á la infonnaclón actual, se supone que et. incremento en la expresión de moléculas del 

CMH es ~abilidad principal del Il'N y y ·en menor grado el FNr que pudiera estar presente en el 

ET-IU(, por k>s si,8uientes puntos: a) Unicamente el IFN y es producido por los LT (Vilcek, 1992; Paul, 

1993); b) La prodncción de FNt' no es reportada en cultivos de LT de pollo cstimuladoo con Con-A a 

densid8des celulares de 1 x 107 /ml (FrederiC..ny Shanna, 1987; Sambhara el al, 1988; 

Myen et al, 1992); c) El FNt' se pro<1uce principalmente a través de lipopolisacaridos bacterianos 

l'I'raccy y Cerami, 1992;Abbas et di, 1994);d) El FN!'cs producido principalmente pormacrófagos y 

monocitos, iidemás de los IB, LT, NK y células gJiales Cfracey y Cerami, 1992); e) El FN1' actualmente 

.se clasifica como una citocina liberada en las fases agudas de la infección y que desencadena la 

producción de IL-1 eU.-G (Abbas eta!, 1994). 

Con base en lo anterior; es de suponer que el incremento de la expresión de moléculas de clase-1; 

B.m y clase-U del CMH que "'(,¡,;.ivó en )Os estudio.< Íll vitro, evaluados mediante citometria de flujo, 

deba de ser mediado prlnclp~ ¡ior el Il'N y. 

. ' 

&studios para clonar el gene que codifica al Il'N y y la producción de IFN y &~ de ~Uo, 
se eru:uentrall en proceso en los laboratorios (Departamento de. Prcxh.ci:ióí/Íuti~ves de la 

F.M.V.Z.-U.N.A.M. y el Laboratorio de Inve.sligación Médica en 1nmuruiq.dínié~ del eenhú Mé<IÍ¿., 
Nacional Siglo XXD. Su desairollo perntitir.i entre otras cosas, la piix!ucciÓ,:. de .\cM eón i.;. que' se 

podrá comprobar definitivamente éstas ltipótesis. 
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CONCWSIONES 

L Las Iinfocinas provenientes de linfocilOs T de aves innturtes contra Eímerill lc11clb, eslimulados con 

Con-A, corifien:n pr0tcécióti ante desafias ~bajo ~fu.tero de ~uisÍes e.spOruhdo. de l:imeri4 
"'11elb, por IU1 ..;¡?!"' nÚiximo de 5 dúu ~ci6n. . . . . . . . 

U. Entre las linfucmas provenieiltr. dlO UnfucllOs ~ dC av;., inmÚÍW c.Jntra Eimciio tCl1Clls, estimÍ>lados 

con eon-A,,. <.icuéntr.W interleUcinA:2, mir. ypm,b~¿,J., d. oo. ·. . ·.•• .·· .. 
m. See~ó 1a·~r;J,; de moi.::~ ~cJa...i¡ ylldet ~i~j: :,,,.;,.;;.;ele J;~atillilidad en 

" ' :,, 
IinfocitoSTdéiive. · ·•\ '< ; 

IV. Se ~.VÓ el~~ ~la ~ón de mol~dcl CMH 1j n, c:;;;,ii fu,;.· ~la:. funciones 
del1m·.;.c1e·~ú~' -e,_._ :•, __ '_._-~:,-.' 
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Cuadro l. Evaluación de la disminución de la severidad de lesión cecal al 4° día del periodo de prepatencia de Eimeri8 lenella, en pollitos de 
14 días de edad inoculados intraperitonealmente con linfocinas. obtenidas a partir de linfocitos T de aves inmunes, estimu.lados con 
concanavalina A (E'f-ILIO, 3 ~ias •, 5 diasb y 7 días<= ~ª"~,del ~esafio res~tivamente r. 

Experimentos 

Tratamientos Re~lición 1 ReJ<!:tición2 ReE!itición 3 Combinado 
Scveridld/W:ión~ Nlimao/Avao :O.. Sevaidld/laióa• Nlimero/Ave2" xvcrld.d!laión' Nlimero/AVCI' Scveridad/Laión'. Nlimau/Avtl" 

•No tratado-Desafiado I+ 15/15" I+ 15/15. I+ 15/15. 1+ 45/45. .. 
•Tratado· Desafiado o 15/15 •• .. o 15/15" o 15/15 •• o 45/45 •• 
• No tratado-No desafiado o 15/15 •• <o '15/15 •• o 15/15"' ·º .15/15"' 

b No tratado-Desafiado I+ I~ ·'15/15. I+ 15/15." I+ 45/45. 
•Tratado-Desafiado I+ 1+ '04/15 •• I+ 04/15'" I+ -:11145 .. 
•No tratado-No desafiado o ··<:o.::.--: ·::15115" o 15/15"' o 45/45 .. 

e No tratado-Desafiado I+ 15/15 ~ .. 1+ : 15/15" I+ 15/15" 1+ 45/45. 
'Tratado-Desafiado I+ 14/14" 1+· 15/15. I+ 14/14. .. 1+ 43/43. 
'No tratado-No desafiado o 15/15"" o 15/15"" o 15/15 •• o 45/45 •• 

• La severidad de lesión está expresado por la escala de johnson & Reíd. : · . . . 
e Se reporta el número de aves que presentan las lesiones: por cada g~po y prueba. Los valores seguidos por difente número de asteriscos son 

estadísticamente significativos, parla prueba de Ji' (P :<: 0,001). . . 
r Las aves fueron desafiadas con una dosis única de 1000 ooquistes espo~lados/ave 
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Cuadro Z. Evaluación de la disminución del número de ooquistes al 6° día del periodo de prepatencia de Eimeria /ene//;¡, en pollitos de 14 días 
de edad inoculados intraperitonea!menle con linfocinas obtenidas a paitir de linfocitos T de aves inmunes, e&timulados con concanavalina A 
a:r-Il.IO, 3 días•, 5 cliasb y 7 días• antes del desafio respeclivamenle •. 

Tratamiento 

•No tratado-De&afiado 
• Tratado-De&afiado 
•No tratado-No desafiado 

• No tratado-De&afiado 
•Tratado-Desafiado 
•No tratado-No desafiado 

•No tratado-Desafiado 
•Tratado-Desafiado 
• No tratado-No desafiado 

Experimentos 

Repetición I Repetición Z Repetición 3 Combinado 
Ooquistes • Ooquistes • Ooquistes • Ooquistes • 

G,400 ' 5,GOO ' ------- -8-,000 ' G,GGG 
800 ... o ... 800 •tt 533 ~·~ 
o- o- o- o-

G,400 . G,400 . 6400 • G,400 
l,GOO .. 3,200 .. 4,ooo .. - 2,933 o ... o••• o••• O"' 

7,200 . '6,400 . 8,800 . 7,466 
7,200. ,_. : 6,400 . -_ 8,800 '_. •,.7,466 o ••• o .. o••• O'" 

: -,.. . 

• El número de ooquistes/g/ave se delerminó por la prueba de McMaster. y se reporta eip...;mewo;porgrupo yp.,;.prUe¡,._ !.Os valores 
.seguidos por diferente número de asterisco.s son diferentes estadísticamente, por la~ª.~ Scheffc (P < 0.05). 

• Las aves fueron desafiadas con una dosis única de ZOO ooquistes ~/ave ' · · 



Figura 1; Eva.1.uación 'de llnfoclnas' en el ET-ILK2 , a través del incremento en la expresión de 
molécu.las. d.e ~lase ldel complejo mayor de histoc9mpat1bllidad de linfocitos .T 
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1 lnterferon·gamma y Factor Necrosante de Tumores (FNT) 
*Grupos con diferentes literales, indican diferencias estadísticas slgn1f1Cat1Ya&'(P.'<·o.os) 
2 Sobrenadante de linfocitos T de aves inmunes contra E.tenella, eatlmuladol-cOn. conCl'naVallna A 



Figura ·2. Evaluación de linfocinas', en el ET-ILK2 a través. del Incremento en la expresión de 
moléculas B2 m del complejo mayor de hlstocc:impatlbilldad de llnfoc.itós T. 
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Figura 3. Evaluación de linfoclnas', en el ET-ILK2 a través del Incremento en la expresión de 
moléculas de clase 11 del complejo mayor de hlstocompatibilidad de linfocitos T 
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Figura 4. Evaluación de lnterleuclna-2 en el ET-ILK' a través de la prollferaclón de llnfoblastos de 
pollo, con respecto a la lnterleuclna-2 de ratón (C-63)2. 
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Figura 5. Efecto de las diluciones sobre el sobrenadante de llnfoclnas provenientes de llnfocltos T 
de aves Inmunes contra Eimeria lene/la, estimulados con concanavallna A (ET·ILK)' sobre la 
prollferaclón de llnfoblastos de pollo 
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Figura 6. Efecto de las diluciones sobre el sobrenadante de lnterleuclna-2 de ratón (C-63) 1 

sobre la prollferacl6n de linfoblastos de pollo 
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