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Enelplesenteesmdxo,
brenadante obtenico de finfocitos T de aves
ante desaﬁos por Emmm /enella en pollos de

dr.saﬁadoconumdosnsumcadelooo
(Experimento 3) dias posteriores a Ia admin
Las aves de los experi: s 1y 2, que el pmﬁlachcodelﬂm(nlos:'»ysv(
dias antes del desafio, resultaron con un. 100 y 76% de | poteccion ‘a - las les:om-.s cecales .
respectivamente, a diferencia de las aves del hsngo posxhvo ®< 0001) Sin embaxgo no hubo
diferencias significativas entre clgtupo peri Ly pomhvo desafiados a los, 7 dins posn:noxes al
tratamiento con las ET-ILK (P > 0.05), El estudio 2, fue similar en su dlseﬁo al expcmnento 1 pem en
este estudio Ias aves fueron desafiadas con 200 coquistes/ave, pm evaluar el nimero total de

Tard,

ooquistes en heces. Los fueron simil, al experi ‘1, debldoaquelasavesque"’ ;

recibieron el tratamiento pmﬁ]achco con las ET-ILK, mostraron una reduccién sgmﬁcahva enel tntal
de 0oq cecales en comparacio coneltesb,gopmhvoG’<005),pemmanalos7d:as0’>‘
0.05). Estos Itack que la administraci profilictica del ET-ILK inducen pmlecmon
contra desafios de Eimeria fenella por un maximo de 5 dias, al Ia reduccion en los valores de -
severidad de lesion cecal y conteo de ooquistes. : .
Se determind en este estudio la presencia de dos linfocinas del ET-ILK que han mnstrado confenr
proteccion a pollitos de 14 dias. Una de ellas es la IL-2 que fue determinada - a h'aves de ensayos de
proliferacion celular, incorporando SH-timidina al ADN celu.lar mostrando un increntento en Ia
proliferacion de linfoblastos de pollo, que fueron  estadisticamente s;gmﬁcahvos ® < 005) con
respecto a la pobre proliferacién de los linfoblastos de pollo con IL-2 de ratén (C-63). Dentro del
estudio - también se observd que las difuciones . dobles ~ seriadas del ' EF-IK disminuyen
smﬁcatwamcn!e 1a proliferacién cetular (® < O. 001) La plesenma de I}'N Yy posfblemente de FNT, se
determin por’ niedio de el mcxemento de moléculas de clase I, clase It y Bam del CMH dle linfocitos T
de pollo, a' través de citometria’ de- ﬂu_;o, obsexvdndose un incremento significativo de estos, en
comparamonconel CMHbasaldelnshnfocmsT depouo,alad.lcwmrlo%yzo%dd

A\



sobrenadante lamado ET-IIK (P < 0.05), también hubo un incremento significativo de Ias molécias
clase 1y &;m del CMH de linfocitos T, al de 10 % 'del sobrenadanis a” it 20% (P < 0.05),
sint embargo no sucedié lo mismo con Ia expresion delx niclécula da clase (P '>V0.0‘5).‘ En‘este
estudio, se dan evidencias de que en la i irdad mediada por finfoci 'l‘con!ra ccidins 5, s
volucractas éstas fnfock e

s aviares, se




SUMMARY

Broiler ch:ckem wem treated ptq:hylactxcaﬂy wﬂh the soluble products from Con A-
stimulated T- l)mphoq’ies Emm Eunen.q Ic'm:lkl mrectrd chchms (ET-ILK) in order to investigate the
effect of such pmph)lachc lnat:mem on cecal gmss lesion score values and total count of oocyst in
feces in two sepamte studies.” In sludxe one, 270 bmxlels were randomly assigned into 3 different
experinent andS atment wuhS plicates each: a) Exper 1 group, all birds were injected
mtmpenlzmeally at 14 ‘days of age with 1 mi/bird of ET-ILK. A subset of birds were then challenged
orally with*1000 cocyst/bird at either 3 (exy 11), 1 2) or 7(experimental 3)
days after EI‘-IU\ adrmmstmhon, b) Posilive control; €) Negative control. At both 3 and 5 days post-

hallenge, proph tre. of chickens with ET-ILK resulted in a 100-76 % protection in cecal
"score lesion réspectively as conpared with positive control chickens (P < 0.001), although there were
no significant differences between experimental and positive control groups at 7 days post-challerge
@ > 0.05). In studic 2, a similar experimental design was use, however in this experiment, chicks
were challenged with 200 oocyst/bird, in order to evaluate the total count of oocyst in feces, Sumlnx‘ly, :
atboth 3 and 5 days post-chall hylactic tre .rml}lm‘ﬂxalsomstdmdmamgmﬁcam

8%, Prop

reduction of the total count of cocyst in feces as compared with positive control group (P < 0.05), but' .

not at 7 days (P > 0,05). These results inci that the prophylactic administ i ofEI‘-HKmduces,
protection against Limeria tenclla for a maximum of 5§ days following the ET-IK adxmmslrahcm, as
evidenced by a reduction in both oocyst production and gross lesion score values, ;

In the present study, the presence of IL-2, IFNy and probably TN wers determined in the soluble
products from Con A-stimulated T-lymphocytes from Limeria fenella-infected chickens (ET-ILK).
Using a lymphocyte proliferation assay, the presence of IL-2° was. evaluated by SH-thymidine
incorporation, showing significant differences (P < 0.001) when compared with the negative control
C-63/IL-2 mwmbmam mouse cell line. Alternatively, the presence of Inferferén gamma and probably
‘TNFin d\e ET-IK smemates was detected by the i increasing cell surface class I and class I molecules
e:q:mmon of the MHC by flow cytometry.. In the present studly, we provide further evidence that T-
lymphocytes mediate i ity against avian coccidia probably through the production of these
imporian!lymphokix'us." . - o

‘Key Woxds Bmilexs, C}ucl\ens Elmem Ir.'m.lh Inhzrlcuhn -2, IFN y, Tumor Necrosis Factor,
Lympholuncs T- lymphocytr.s :
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= Anticuerpos Monoclonales

= Acido Desoxirribonucleico

= Antigeno

= Andlisis de Varianza

= Interleucina-2 de raton, p i de ]a linea celular CTLL2
=M dor de poblaci .

P

= Complejo Mayor de Hutocompaﬁblhdnd

= Concanavalira A

= Célula Presentadora de Antigeno

= sol dante de linfocinas p . de linf
inmunizadas contra Eimeria Ienella, imulad.

= Sok 3 de Ii inas p de Linf

inmunizadas contra Eimeria lenella,
= AcM anti-molécula alfa del CMH clase-L .,
= AcM anti-g, microglobulina del CMH clase-L~ =+ '
= Factor Estimulador de Coloniss de Granulocitos y Macrofa
= Factor Necrosante de Tumores : “
= Factor Necrosante de Tumores ¢ 6 Linfotoxina
= gramos
= Horas
= Interleucina-2
= Interieucina-3
= Interleucina-4
= Interleucina-5
= Interleucina-8
= Interleucina-10 _
= Interferon

L= meoc\uu T Vugcms 3

= I.mfocxtm 'l' con cierto pahon de liberacxén de linfocinas



NK

PP
RCT
SE-IIK

SG-IIKX

SN

Células Asesinas Naturales

Periodo de Prepatencia
Receptor de 1a Célula T
t 1 de linfc P de linfocitos T, de aves
1as contra Sg/i lla enferstidis, estimulados con \

. 4. de linfocinas p
inmunizadas contra S, gallinarum,
Sobrenadante

de linfocitos T, de aves

Tad, 1

con

A



INMUNOPROFILAXIS ¥ cmcrmucxon mxcw. DE LINFOCINAS, N 1A morzccon
X * DELA coccrmosxs AVIAR :

* INTRODUCCION

Coccidiosis Aviar: :
Esla enfcmlcdad pamsn!ana de mayor importanci; en la mdusma avxcola mund.:al, por sus

&

género L‘mwniﬂ, que se c: r
vida Yimitado, que. l;.nducc. en’ 1
desmgmentacxon y momhdad
aves entxe4y63emxmasdevx'

Coccidiosi cén alta mhor i ! ) .
‘La L‘lmen/l Iumlla es un rio-pardsito que se ¢ acteri: incipalmente por causar
alta mex{ahdad y mox’amdad, péndxda de peso entre otros
signos, Parasita tinicamente las cclulas loc ’en el subepitelio del ciego, donde al 4° dia del .
PP, los izontes de 22 ion son ya “ ros ¢ inician la de los

1 3

- lesiones especlaculﬂxes en cxegos,

conla
consecuente aparicion de. hemomg:as mscmscopxcas, hacia el 6° dia’ del PP se inicia la
b ion de ooqui que despué d:ld.m7delPPconuenzanndechnar(McDoqgalychd,
1991; Moreno, 1989b; Bafundo, 1994). Olra caracteristica importante es que es poco
inmunogénica, lo que a hace un cc probl en las q
de exposiciones a ooquistes, para mducxr una respuesta eficaz (Bafundo, 1994 SHIf of al, 1993;
Long ¢f a/, 1986¢).

> mayor

Control de la coccidiosis: . o

Dependiendo del namero de ooquxstcs mgendos y el grado de patogemmdad de la ‘cepa,

2 la idiosis clinica o subclinica, siendo ésta tltima la; ‘mas! un . nanle, por’ nor
I los signos car isticos y f un brote cluuco con !odas stis
1989b; Moreno ef af, 1980a).

Esto ha creado la elaboracion de firmacos de sint
para el control de la enfermedad desde 1948, sin emt
presentan limitantes como son: 1) Que no existe un fmnaco que elimine 7 | todas las éspec;es
existentes en el polloy 2) El desanvllo de xesmencm porpam de Ias cuccxdxias, lo cual lm 3 :




inducido a la elaboracxdn de dxfcmnus cstrateg;as en su uso, como son los pmgramas duales, *
mezcla y rotacion de anhcoccl 'anos (McDougal y Rend 1991; McDugal 1994)
: La elabomcmn de"

cualcs son-
2) cluiles son los

S_e!‘

Paraﬂ‘l caso de la coccxdxom avwr, se hA observadn en cstudxos m vivo que dosu bajas y
repe das de” Elmcna tenelln y Eimeria acervu[ma od una resp i ne en el ave,
sufi cme para soportar un desafio tardio con dosls altas de ooquistes (Bafundo, 1993; Joyner and
Nnmn, 1973 Inng of al, 1986:- Nakai ef a, 1992; Siff y Bafundo, 1993) Otros estudms han »
mostmdo quc en el desarrollo de Ia mmurudad, la humoral estd implicita en la mpucsta, pem no g
es fente para tabl una respuesta i eficaz, donde esté implicada la mmumdad :

cel(dér (Wakelin ef al, 1991; Rose ¢f a/, 1990; Dinnington ef a/, 1992), incluso si hay diferentes "~ °,

haplohpos de] CMH, no existe diferencia significativa en el i delai idad hdmoral
(Dinnington ef a/, 1992); El mecanismo de proteccién contra la coccidiosis avmr aun es’
dcsconocxdn,pcm los trabajos ya se han iniciado para el funci iento,

Los LT, confieren proteccién contra Eimeria fenclla, por la secrecién .de lmfocmm

Anhguﬂmentc, la forma de controlar a un mi i intracelular. como- z. Listeria

togenes 'y Sl lla enferitidis, era por extractos derivados de células de bazo,

P jentes de hospedetos i izados, utilizando como modelo a los ratones (Czupnnsky et -

al, 1985;1‘ Czuprinsky ef al, 1987‘b, Czuprinsky ef a/, 1988¢). chxentemente ya existe evndencxa
sobré la isthibicion de Ia coccidiosis, a través de las linfocinas (Long ef al, 19718, Klesxus etal,




1983). Se ha descubierto que los LT proveni: de pollos i izados contra Einteria tenella y
estimulados con ls Con-A (conocidas como £imeria tenella-immune-Linphokines ET-ILK),
tan 1 que protegen a cultivos celul de pollo, a Ia.s 48 h. pos-infeccion con

Eimeria Ie)tclla, al reducirlai ion de esp ifos a la células htiesped e inhibir el desarrollo
intracelular (Kogut ef a/, 1987a), posteriormente en un ensayo in vivo, éstas mismas ET-ILK -
“inoculadas IP a pollos de 14 dias de edad y desafiadas 2 dias después con una dosis subletal” de
- Eimeria lr:nc/lﬂ, disminuyeron la severidad de lesion cecal, asi como el nimero de ooquistes
ceca.lea, Io cual no ocurrié con las linfocinas provenientes de aves no mmumzadas con Eimeria
fenella (Eimeria tenella-Ny Iymphokine, ET-NILK) (Kogul ef al, l988b) Las linfocinas

de tinfocitos T, dismi el nil de tes en estudi mvxvoconpolhtoa,

1

P

e inhiben in vitro el desarrollo intracelwlar de Limeria tencllay Eimeria acervulin ante desafios
homélogos (Lillehoj ef 4/, 1989a). Otro estudio mas minucioso, mostré que la mencionada

proteccion in vivo e in vifro, conferida por las ET-ILK, se atribuye a linfocinas con peso molecular
mayor a 10,000 Daltones y que, al diluir éstas, disminuye la inhibicién del desarrollo del pardsito
dentro de Ia célula hiesped y que su administracién in vivo en dosis mayores a 0.1 mi/ave

significati' lap ion al disminuir la severidad de lesiones cecales y el
namero de coquistes por ave, Este mismo estudio que la admini ion IP hasta ahora,
es la tinica via que confiere proteccién, ya que en la admini ion intr lar la pr 5
se ve disminuida y el efecto es nulo cuando se utiliza la via subcutdnea (Rogut ef 2/, 1992¢c).
La proteccion del ET-ILK han mostrado su eficacia in vivo, do son administradas a 30
minutos, 12, 24, 36 y 48 h. antes del desafio con £ fenella., lo cual no sucede si éstas son

deministradas 12 h. después del desafio (Kogut ef 2}, 1992¢).

Tinfe

Cil :. . 1, por
Enel humano y,raton; se han d
IrN y, FEC- GM ¥y PNT enlm oh‘as (Ahbns ::I al 1994' Paul 1993)

toy. i ado varias citacinas como IL-2, -3,

¥

" embargo, en medlcmj

Liberacién de citocii\ns: S
La liberacion de citocinas se propici
eventos por parte del si:

1do pox um CPA,
m al receptor de

que lo ps paray en su
Ia célula TV, inicidndose asi una

partir de este momento, se inicia otro tipo de comumcncxén enh\: las celulas, que es a h'aves de




tiadores solubles d dos citocinas, Las primeras citocinas secretadas intervicnen en la

activacion, crecimiento y diferenciacion de los linfocitos T, entre ellas tenemos a la IL-2
producida por LT CD4+ y CDy+, la IL-4 producida por LT CD,+. Posterionuente son liberadas

atras citocinas que regulan la inflamacion, tal es el caso del IFNy producido por LT CD4+, CDs+
y por LTy 0, el FNTy producida por LT activos, Iz [L-10 producida por LTu2 y LT CD4+, la :
1L-5 ¢s producida por LT CD,+. Existe otra citocina liberada por los LT CD4+, que estimula el
crecimiento y diferenciacion de leucocitos inmaduros o FEC-GM (Abbas ¢f a/, 1994; Paul, 1993). :

Las linfocinas del ET-ILK, i ladas a pollitos de 14 dias de edad, disminuyen Ia severidad de
lesion cecal i vivo e inhiben el desarrollo del esporozoito en estudios sz vitro (Kogut ¢f al, 1992;
Lillehoj cf af, 1989). Se ha observado que las linfocinas provenientes de los LT estimulados con'.

1 ) JETINN)

Con-A, activan a los bfagos por un ismo aun no seruno de los -

responsables la presencia de IFNy (Lillehoj ef 2/, 1989). Otros investigadores mostraron
parcialmente la presencia de IFN en las ET-ILK, niediante su d lizacion al ser tratado con
56°C por 30 minutos, 80°C por 10 tninutos, a pH de 2 6 con tipsina Kogut of a/, 1992c), asi -,
conto se hia descrito en otros SN con intetferdn (Lockhart, 1973; Grossberg, 1987), Mis tarde o
otros investigadores obtuvieron un sobrenadante de LT de bazo de pollo, estimulados con Con-A,
a una dosis de 10 pg/ml y purificaron IFN que mostrd interviene en la expresion del CMH I de ©".
de sangre periférica de pollo (Raspers ef 4/, 1994). Se ha identificado y caracterizado
parcialmente IL-2 de pollo en SN obtenidos de LT estimulados con Con-A, a una dosis de 15 v
ng/ml (Myers ef 2/, 1992), pero también se reporta una dosis desde 2.5 pg/ml de Con-A para

su obtencion (Génmez ¢f a/, 1995). Recientemente ya se identificaron IL-2e FNy del SE-ILK y o

del SG-ILK, por Gomez (1995), El SE-ILK ha do conferir p ién a pollitos de'1.dia de
edad (McGruder ¢f a/, 1993a), 18 dias de edad (Tellez ef 4l 1993a), asi como a los 18 dias de - ;
desarrollo embrionario (McGruder of o/, 1995b) ante desafios por Salmonella enteritidis, pero
también existe proteccion al dia de edad contra 8. gallinarum (Wong of al 1994) yS
typhimurium (Ray ef al, 1993), incluso contra Limersa fenells en pollitos de 14 dias de edad

(Garcia of af, 1995). El SG-ILK también ha do conferir | ion contra’ desafios por -

Salmonella gallinarum (Tellez ef a1, 1994b). Los El‘-lU(, SE-ILK y SG-ILK, han sido obtenidos a
través de la estimulacion con 7.5 pg/ml de Con-A durante cultivo de LT a 41°C, 4% CO; por 48

h, donde los SE-ILK y SG-ILK han mostrado tener IL-2 e IFN y (Gomez et al, 1995),



HIPOTESIS

l)l.as linfocinas provenientes de LT de aves immunes contra Eimeria  tenelly, inoculadas
haperitonealmente a  pollitos de 14 dins de edad, protegerin com-m desnﬁos por Eimerin
tenella, por mis de 24 h de administradas. g . G

2) H sot 1 de linfoci blenidas a partir de linfocitos T de aves inmunes’ comm imeria
tenelia, estimulados con Con-A, contd 1L-2. ‘ : )

3) Hl sobrenadante de linfocinas obtenidas a partir de linfocitos T de aves inmies contrn’ Kineri ‘
fenelin, esimudados con Con-A, vontiene IFINyy INT o

OBJETIVO GENFRAL

‘1)Evaluacion de la proteccion conferida por las linfocinas provenientes de LT de aves inmunes i
contra Eimeria fenella, i ladas i 1\ a pollitos de 14 dias dc cdad A

diferentes tiempos de desafio con una cepa de Kimersa fenella, y determinar la pmsencm de IL-2 y
linfocinas que incrementen la expresion de moléculas del CMH, R .

OBJETIVOS PARTICULARES

1.1) Evaluacién de la disminucion de la severidad de lesiones macmscopxcns del ‘ciego, en avcs :

Aesafiad

en forma independi alos 3,5y 7 dias con Eimeria tenell

1

1.2) Evaluacién en la disminucion de la produccion de ooquistes cecales; en aves désafiadas’en’ -
forma independiente a los 3,5 y 7 dias con Eimeria fenetla, (ER :

1.3) Identificar y cuantificar parcialmente la IL-2, en el sot L de linfocinas obtenidas a partir .
de finfocitos T de aves inmunes contra Eimerit feneffy, estimulados con Con-A, a través de ensayos de
poliferacion celular, incorporando SH-timidina, )

1.4) Identificar y cuantificar parcial Linfocinas que i 1a expresion de moléculas del

CMH, en el sobrenadante obtenido a partir de linfocitos T de aves inmunes contrst Eimeria tenella,
estimulados con Con-A, utilizando AcM* y citometia de flujo.

* Los anticuerpos monoclonales fueron donados por el Dr. Jim Kauffinan del Instituto Basel de
Inmunologia, Basilea, Suiza,



MATERIAL Y METODOS -

Preparacidn de pardsitos:
Se usé la-cepa MOR-SO de £'um.n.1 /L'llt.‘//l, donada por._ el Dr Rcynaldn Momno‘ los
ooquist fueron 1 espoxuladosya.lmaccnados como se de.scxﬂ:e (Long ef al, 1976b).-

Animales experimentales:
Se usaron 270 pollos de 14 dias de edad pam la evaluaclon dela sevcndad de lc.mmcs cecales

(estudio 1), asi como 144 pollos para la evaluacion del nil de ooquistes dio 2), Las aves
scmcibicmna.ldiadeedad,enelCentmde"' fia I ",' iont y E: ion en Prodi
Avicola (C.ELEP.A) de Ia Facultad de” Medicina’ Veterinaria y Zoolecriia de la Universidad
Nacional Auténama de México; se ctiaron juntos en piso hasta el dia 13¢ de edad y a partir del
dia 14° de edad en adelante, las aves fueron lotificadas aleatori: Las aves recibi

alisento con 22% P.C. y 2,900 Kcal de energia metabolizable/Kg, hasta la 4 semana de edad y
bajo restriccion alimenticia natural, posteriormente sélo se modifico la dieta a 19% P.C. y 3,100
Keal hasta la fase terminal del experimento . Todas las aves recibieron alimento con .
anticoccidiano (120 ppm de nicarbazina) desde el dia de edad hasta 5 dias antes de aplxcar los
desafios. Se administr agua ad Lbitum, '

Animales para i izaciéon con £ fenclla para la obtencion del ET-ILK: :
Se utilizaron pollos comerciales clinicamente sanos Avian Farmt de 4 senmna.s dc edad, cnados s
3 100 Kcal) sm :

en Jau]as en baterias con calefaccion, con agua y alimento ad libifum. (l 9% P. (

de los bazos (Kogut o/ al,1992).

Preparacion del ET-ILK: :
La obtencion de células de bazo, aislami dc LT
realizd como lo describe la técnica 0(ogut & / 992

Ruta de adnumstraclom
Se moculo 1.0 ml/ e del
enconh‘ahau enl 5 §

* Departamento de Proditceion Animali Avés, EM.V.Z UNAM,



. Desafio con lacapa MOR-80: ;
Enel expemucnto 1 (Evaluacion de la severidad de lesion cecal), s, hhzo wna dosis umca de -
1,000 ooqluslr.s/nvc, la que produce sevendad de luxén 1+ (Monenorcl .1/ 1980a). Para el
experi 2 (Evaluacion de ooquistes), se utilizé una dosis tinica de 200 ooqu:stes/ave

Discfios Experimentales del estudio in vivo: A

Estudio 1: Se evalud la severidad de lesidn cecal oscopi + al 40 dia p jor al desafio
por Limeria tenella a todas las aves. El disefio experimental estu;o formado por 3 experimentos
independientes (con 3 réplica: cada uno): a) Desafio con’ Eimeria tenella & los 3 dias
posinoculacion del ET-ILK, b) Desafio por £ fenclls a los' 5 dias posinoculacion del ET-ILK y ¢}
Desafio por £ fenella a los 7 dias posinoculacibn de Ias ET- ILK. Cada uno de ellos a su vez con 3
tratamientos: 1) Testigo positivo (no trat do-desafiad ), 2) Experi tal (tratado-desafiado) y
3) Testigo negativo (no tratado-no d afiado) Se_asj| aleatori 15 aves para cada

repeticion.

Estudio 2: Se evaluo el nimero de ooqwstes cecales al 6" dia posterior al desafio con Eirmeria
fenelly - en “todos - los” grupos. El "disefio experimental esti formado por 3 experimentos
indnpendicntcs (con 3 réplicas cada uno): a) Desafio por £ fenella a los 3 dias posinoculsciéh
del EI‘;II.K, b) Desafio por £ fenclla a los § dias posinoculacién del ET-ILK y c) Desafio por £
tenella alos 7 dias posinoculacién del ET-ILK. Cada uno de ellos a su vez con 3 tratamientos : 1)

" Testigo positivo (desafiad o tratado), 2) Experimental (desafiado- tratzdo) ¥ 3) Testigo negahvo
(nod afiado-no do). Se asi: on aleatori § aves por repeti
Evaluacion dé la severidad de las | spicas y niimero de ooquistes cecales: . -
La sevendad de 1as lesiones cecales fue evaluada como lo describen Johnso y Rmd (1970) El'

conteo de ooqlustcs se renllzo por el método de McMaster, tal como lo descn'be en su tccmca
Lor\g (1976b) -

esladxshcamenle significativa E n hhzacwn del paquete cstad:suco SAS
(ngmbukc y Schdotzhxuser, 198 N Para de!emumr Tas d:.f( i tadisti ignificativas en
el pon:cntaje de Ias aves con o sin lesmnes cecales se utilizé la prueba de Jx (Zar, 1984 ).




Preparacion de linfoblastos para el ensayo dc pmhfcmcxén celu.lar .
La obtencion y preparacion de las células de bam se ma.l.l.m .omo ln desm‘be la lccmca (Gomez et -
al,1995). 5o ; : : :

Ensayo de proliferacién celular: Sen :
En una place de cultivo celular (Nunc F96) de 96 pozos se coloca.mn "00;11 del LT-!LK en Ia
pmnem linea de la plnca yde C-63 mpechvamente A pamr de a}u se xea.hzamn‘ dxlucwnes dobles

'

instruments 11028 England) para contar la cantidad incorp ely
de un dor de lleo liquido (Beck LS600SE, U.SA.) Conm lesqgo negahvo se uhllzo el
C63, que no es especifica para linfoblastos de ave, debido a la pn:sencm { de barrera de espec:c (Gomez

et al, 1995). 3

Preparacion de LT para el ensayo del CMH: |
La obtencién’dc LT se realizs como sc descrﬂx enla

nica (Tellez ef 2}, 1993a).

Ensayo para el mcn:mcnm del CMH de pollo. g : : : -
Se uhlmuml linfoblastos de pollo, que fueron mcubados por 24 h, 37°C y 5% CO.»_ en cajns de : .
med.m dc cultivo (Nunc PBG) con '10% y 20% de Jos ET- mc, cada uno por tnphcado -Al tcmum del :
pcnodo de mcubauon, se uuhm 1a técnica descrita por. Gomez: (1993), para Ia dehenmmmon dlel
i de moléculas de expresion de clase-I (Experi 1), &m (Expemnemo 2 y clase-I1.
(Expcmncnto 3) del CMH, se uhhmmn AcM de raton 13G, anti-moléculas clasc I (FZI-Z) Bml (21
21) y clase-TI (2G11) del CMH de pollo, posterionmente fueron maxcadns con IgG de cabra anh-m 'n -
(Gibco). La lectura se realizd por I medicion de 1a intensidad de fluore 3 i
(FACsort) del software LYSIS H (Becton Dickinson).

Anilisis estadistico para el estudio fn vitro: o : -

Se utilizd un ANDEVA para deferminar si hubo dxfexemas estadwshcas en csda uno de los :
experimento del CMH; para determinar cudles fueron d:femntes se o la prucba dc Scheffe. del
paq distico SAS (Lugenbitke y Schilotzh se, 1987), Pamelcmayodepmhferamonscuhhzo :




una T-studr.m pﬁra determinar diferencias sigx\iﬁcaﬁvqs entre los grupos, asi mismo se uilizd un
andlisis de regresion lineal para d. ferminar el efecto de Ia dilucién de las linfocinas del sobrenadante |
ET-ILK sobre Ia proliferacion celular (Zar, 1984), ' D ’




RESULTADOS

por grupos
‘K!mdlo l

1 "4% en la pmtnccxon dcl srupo que recibieron las L'I‘-IU( (Cuadm n.

: Evaluacmn dcl dcsaﬁa a los 7 dias posadxmnutmcwn def LT-
- No 'se enco diferencias signifi i entre el grupo posmvo 3

18 grupo que mciblemn
el tratamiento pmﬁ!actxco con las LT-ILK @ > 0.l 05) yn que el 100% de ln.s aves pmsento lesxones :
cecales {Cuadro 1) ‘

thudioz
Evaluacion de Ia di

i, de Ia p:

¢\ P

s:gmﬁcahva en el hutal de <

conBI’ H.K (P <0, 05) (Cuadm 2)

Evahmcum dcl dcsaﬁ'o alos 7 dnu posad.muush*acmn‘dc ET- ‘ R
No_ hubo diferencias significativas entre 1as aves 0! positivo”y. el éue‘ recibio el

tratamiento: profilictico. del’ E¥-ILK (P > 005), ya que’y ntaron la’ misma idad ' de

coquistes (Cuadro 2), ST . s




Resultados in vifro.
Ensayo’ para la cxpms:én det CMH, por el ET-ILK.,
&'pmzdn dels molécula e delaill{ -1{Experimento 1), T :
Se observaron diferencias estadisticas significativas ( P < 0.08) cmre fos lT de pollo quc recﬁ;mron;
10y 20% n.spechvamente det ET-ILK, ¢n relacion al mst\go basal al obscrvar un cmmenta de la
expmslon de moleculas de clasc.~l de los LT de pollo. Tambtcn hubo dxfemncxas sgmrcatwns {P <
0.05) en'el i e -dcla P ion de moléculas del CMH~ cmmlaadmlmstﬁaéléndc lo%dcl‘r‘ :
m"-u.l\, con mspéclo al ndxcmnar cx’zo% (F'\gufa 1) b

L)*pmuon dcmoldmm fem dcl CMII I(Expenmenlo 2)
S observamn dxfercncms sx,gml' cahvu (P < 0 05) enm:

L’rd pollo que reci cmn 10 y 20%"

todas las dlluc:ones (ﬁgura 4) Tnmbxén * obsewo que si cxlsw el :.(eclo de dllucmn‘ dcl m‘-m\, ‘al
d:smmuxr la prohfemmén de lmf'oblmos (I' < 0001) (Fxgum 5), lo cual no seé |o con 2] C~63 con
una P> DOa (Fugum 6) : ; : . -

1



. DISCUSION

_ Observacion del efecto del ET-ILK:

Los Itados obtenidos en el ) estudio 1a exi ia de g i6 confenda .
por los sobrenadantes p i de LT aislados de aves i contra Kimeria tenclln y que -
1a actividad de éstos sobre sus células blanco en el huésped, es importante para el control de las” :
Eimerias spp aviares (Kogut of af, 1992¢c; Lillehoj ef a/, 1989a; Long of 4, 1971a; Klesius ui .ril‘
1983; Kogut e 4/, 1987a; Kogut ¢f 4/, 1988b). Sin embargo el efecto profilactico’ del L'l‘-[l.]( y
mostrd ser de corta duracion segin nuestro estudio, ya que sélo se observan los efeclos beneﬁcos

PRI

por un tiempo maximo de § dias posteri ala del ET-ILK, como se muestra en
1a disminucion de lesiones cecales (Cuadro 1) y disminucién del ni de ooqui ! (Cundm ") .

Este corto pcn’ddo podria deberse a la vida media fisi légica de las
dentro det mganumo aviar como sigue; a) Las citocinas son adas

) pesos 0l 'v‘ , que son sintetizadas por los LT 6 LB; ambos hpos celulames son
nesponsables de sintetizarlas bajo su pmpw codigo genético y no a h‘aves de o
mcdxo de

del tiempo que se
(s) o entre

£

citocinas que liberan los Li Tul son g

al, 1994), pero se sabe que bié pu-den

ellas tiene funciones especilicas al adherirse asu celula bl
crecimiento de los LT, NK yLB la IL-3 estimula el i
celulares; el IFN y ag
de las

hacia "gr




Se ha mostrado  que los LT p. jentes de aves i izadas contra Efmeria maxima secretan
Ny un PSC aun no clulﬂcado (Byme.s c‘l al, 1993). En otras especies como los bovinos, se ha
obsewado que el I}'N Y ombmantc de bovmo, mhihe la invasion de Linerin tenclla hﬂcm
cultivos in wlm ('Kogut an Lange, 1989) Conslderanda que el IINy de humano y raton, nchva

alos macmfagos y. que eslos deslruyen a pmtozoanos (Taveme ef al, 1993), es posible suporner
qiie estos f; i , tambié puedan destruir a las Limerias sp aviares, No hay
que descamr la posfmhdad. de que los hetcmﬁlos tambxen podmm tener una uuponancxa enel
conlml de 145" A‘unenas sp y que la posible pmsenma del fDC-GM cste mvolucradn

nulogenos como Ia Con-A (Fredericsen y Shamm, 9
Fitoh Jutirina (PHA) (Schnetzler ef al, 1983)y por

gl iezcla de‘a!oanugenm (Efrat elal 1982;
Prowse y Pallister, 1989; Dijkmans 4 al, 1990), de xgua.l manera que en los mamxfems (Coligan et al,
1992, Cantrell y Sm.lth, 1983). Asi nu.sm

EnelcmayodulaexpmxondelCMH los Itac idencian Ia p i ch}‘N'yy
posiblcmentc d:l
como el mcnem nto

yen el ET-IIX (Figuras 1 a 3), al observar una de las funciones ya conocxdas 5
moléculas de clase-T, B y clase-l del CMH de LT. La expxesmn de las -
molecu.las dcl CMH dc pollo, puedc deberse al Ny y al ENT, ya que éstas han moslrado tenerk
esta funclon en 1os humanos y ratones, en estudios ind di con citoci (Hutchi elﬂl L
1993; Paul 1993 Abbas el a/ 1994); sin embargo a traves de SN crudos de LT eshmulaﬂos con.l
Con-A, no sc lul xeportado la’ presencia de FNT, como la p ipal linfocim prod 'f ‘Lds L
estuclios con eI uso de Con-A-y demldades celulares de LT aviares de 1 x 107/m1 : i




reportan al N como um lmfocma mayormente encontrada (Efrat ef al 198 mese y Palhsler,
1989), evide cil s su a través de Ly ‘dc ividad viral (cher y Bulow, ‘1987;
ijkmm ot al 1990), achvacmn de mm:mfagos (ijkmam o al 1990 Kaspexs et al, 1994) e
mcmmento dc moleculas de clase l] en los monocttos avmnes (Kaspen el al, 1994),

‘Conbasealavmfonnmonachml, sesuponequeel en [a expresién de moléculas del
CMch!:spomabxhdadpmmpnlddl}Nyyennwnnrgmdoe.lmrqucpudimeamprucnkmel
El'ILK,porloa jen puntos: a)I" . eln‘Nyes ducido por los LT (Vilcek, 1992; Paul,

1993); b) La produccién de FNT o es xepomda en cultivos de LT de pollo estimulados con Con-A a
densidades oc[ulmesde 1 x 107/ml (Fredericsen y Sharma, 1987; Sambhara ef a/, 1988;
Myers ¢f al, 1992); ¢) El INT se produce principalmente a través de lipopolisacm‘idos bacterianos

(Tracey 'y Cerami, 1992; Abbas ¢ ai, 1994); d) E1 ENT es producido principal por Sfagos y
nonocitos, ndcmzsdelosLB LT NKy células gliales (Tracey y Cerami, 1992); €) £ FNT actualmente
seclanﬁcacomounﬂmmnalﬂxmdaenlasfamagudasdcla i6n y que d dena la

pmduccnondelb—l ell- G (.Abbas etal 1994)

Conhm enloa ;

¢ de la expresid de‘ léculas de clase-l,
&myclase-ullde‘lCMH“ dios in vifro, evaluad diante citc
debadesermedwdo‘ i 'pxmcxp' in i

P.shld:ospmclomrelgenequeco(tﬁcaalmy ylapmdw:cwndcﬂNy xecombmanledepollo
scencuentranenpmcesoenlns" fos - (Der nto de P e
EMVZ-UNAM.y el Laboratorio de tigacion Médica en
Nacional Siglo XXI). Su desmollopcnmhmenlm otras cosas,lapmduccwndeAcMconloaquese
podr comprobar definiti éstas

P




CONCLUSIONES .

T de avés inmues' contra Fimeriz fenell, estimulados con

L Las linfoci s p e de"" .
tados e Sirieria -

Con-A, confieren profecch
. tenella, por un tiempo i

V., Se detmostrd Ia fiscién de ﬁxﬁﬁfe;apiégl cdularde 1a L2, con Tespecto & olras especies.
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Cuadro 1. Evﬂluacxén de la disminucién de Ia sevcndud de lesxérl cecal al 4° dfa del penodo de prepatencia de Limeria Ien:lla en polhtos de
14 dias de edad i con | das a partir de I T de aves
concanavalina A (ET-1LK), 3 dms 2 5 diasb v, 7 dumc anles del desaf‘ io respectivamente £,

; Experimentos o

‘Tratamientos . Repeticion 1- - Repeticién 2 meucnén 3. - = Combinado

. . ! 3on 4 7 : i ioad . Na X < Severidad/Lesidn 4 - Namero/Avey*
* No tratado-Desafiado 1+ - 15/157 ; 15/15° 1+ 15/15° - - 45/48°
s Tratado-Desafiado 0 . -15/15.* 15/18* 0 C18/15 1145/45
* No tratado-No desafiado 0 15/15 15/15°* o 15/15° . 1515 ..
b No tratado-Desafiado 14 15/15 1+ 15/15° 45/45°
b Tratado-Desafiado 1+....1.03/15 1+ 04/15°% 11745
b No tratado-No desafiado 0 - :15/15%" i | i 0 15/15*.°° 45/45°" "
< No tratado-Desafiado 14+ " 015/15 140 7154150 45/45° "
«“fratado-Desafiado 1+ 14/14 1+ 147180 7437432
< No tratado-No desafiado [y 15/15“ 15/15"~ 0 15/15 ot " 45745 %

¢ La severidad de lesion estd expresado por la escnla de Johnson & Rexd i g :

< Se reporta el numero de aves que presentan las lesiones por cada grupo y pmcba Los valon:s seguldos por difente nimero de Aﬂenscos son
estadisticamente significativos, por la pmeba de Jiz (P< 0.001).: 0 -

f Las aves fueron desafiadas con una dosis éinica de 1000 ooqulsles espomlados/ave :
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Cuadm2 Evaluamondcln:ﬁsnunuaondclnumcmdcooqmstesalG°dmddpenndodcpxtpatenaade£lmenatcnella cnpollxlosdeudms
con linfi das a partir de linfocitos T de aves i dos con
(}.TII.IO 3 dias s, 5 diask y 7 diasc antes del desafio respectivamente ¢, . :

Experimentos
Tratamiento fcion 1 fcion 2 Repeticion 8 ~Combinado -
Ooquistes Cogquistes® Doquistes 4 Oodquistesa_

» No tratado-Desafiado 6400 * 5,600 * 3,000 * 6666 °
»Tratado-Desafiado 800 ** o 800 533%
» No tratado-No desafiado 0 o g
b No tratado-Desafiado oivegoo 6400 ° '6,4007
b Tratado-Desafiado ‘ 1600 * 3200 * 2933 %
» No tratado-No desafiado RS 0 ST e
< No tratado-Desafiado ' ©6400 . * " TA66L "
e Tratado-Desafiado f6:400 THGs -

e G N 1]

< No tratado-No desafiad

4 El numem de ooqmstes/g/ave se detennmoporlapmebachcMashr yse xtpom elpmmedm, porgupcyporpmeba. Im Valores A
son diferentes eshd:shcammm,potlapruebade&:h:ﬁ'e(?<005) il :

de
¢ Las aves fuemn desafiadas con una dosis tinica de 200 ooquistes esporulados/ave 5




. Figura 1. EVa]iJacién'de linfocinas! en el ET-ILK?, a través del incremento en la expresion de
- moléculas de clase | del complejo.mayor de histocompat'bilidad de linfocitos T.

i 14

Medla del canal de fluoresce

0% 10%

o de linfocitos T, -

Porcentaje de Inclusién de) EFILK? en el c

Interferon-gamma y Factor Nocrosante de Tumores (FNT) R .
* Grupos con diferentes literales, indican dif l{ significativas (P.< 0.05) " ../
2 de linfocltos T de aves contra E.tenella, estimulados con e mA




- Figura 2. Evaluacién de linfocinas’, en el ETILKz a través del Incremento en la expreslén de
moleculas B,m del complejo mayor de histocompaﬂbllidad de Ilnfocltos T

‘2,50!”‘ IR EEAEEEEEERERER T eeened LI PR
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Media dal cinal de

ntaje de inclusién dal ET-ILK?en ol cultlvo de flnfocitos T

M lntoneron-gamma Factor Necrunntn du Tumores (FNT) . v
L Grupns con dlternntes Ilterales, ¢ “dif i £ slgnifl {P.< 0.05)
2Sob ] T da avas inmunes contra E.tenella, estimulados con concanavalina A




Figura 3. Evaluacion de linfocinas’, en el ET-ILK? a través del incremento en la expresion de
moléculas de clase |l del complejo mayor de histocompatibilidad de linfocitos T

de flujo
=
o

800

2ol

° ;
0% 10% 20%
Porcentaje de inclusién del ET-ILK? en el cultivo de Iinfocitos T

!interteron-gamma y Factor Necrosante de Tumores (FNT)
* Grupos con diferentes literales, indican diferencias estadisticas significativas (P < 0.05)
/| T da2 aves inmunes contra £.tenella, fados con A

2Sobr de linf



Figura 4. Evaluacién de Interleucina-2 en el ET-ILK® a través de la prollferaclén de linfoblastos de
pollo, con respecto a ia interleucina-2 de ratén (C- 63)z g
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25
"‘ s
‘220
x.
P
50
E
Eis
5
8 &
0
o
T
S0
L3
@ s 4
; P e 3
FooWw o e
Diluciones dobles seriadas de los E‘l’-ILK'&C-(:iEl‘z s :
' dante de T de aves Inmunes contra E.tenella, estimuladas con concanavalina A
hd significativas entre los dos grupos, utiiizando la prusba de Scheffe

(P < 0.05)



Figura 5. Efecto de las dilucl sobre el sobr d de linfocl pr ientes de linfocitos T
de aves Inmunes contra Eimeria tenella, estimulados con valina A (ET-ILK)' sobre la
proliferacién de linfoblastos de pollo TR

14
cuentas por minuto x 10°

 Diluciones dables seriadas del ET-ILK' *

Fbrmhln de regresién
y = 17938-23.62x,
r=-0.79 (P'< 0.001)



Figura 6. Efecto de ias diluciones sobre el sobrenadante de Interleuclna-z de ratén {C-63)*
sobre la proliferacién de linfoblastos de pollo N

cuentas por minuto x 16°

Diluciones dobles seriadas de) c-63"

Férmula de regresién
¥ = 4384.15 - 11.21 %,
T=-0.57 (P > 0.05)
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