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Abstract

Fifty one-day-old broiler chicks were used in this study in a polymorphonuclear leukocyte (PMN) depletion
model with 5-fluorouracil treatment chicken. Forty-five animals were randomly assigned into 3 groups of
15 birds each, and 5 chicks were used for bacteriologic monitoring. On day 17, the control Group (1) was
intravenously inoculated with sterile phosphate-buffered solution (2 ml PBS on average) and pH 7.4, and
Groups 2 and 3 were inoculated with a single dose of 200 and 300 mg/kg body weight 5-fluorouracil (5-FU)
toeachbird, respectively. Ondays 1,3, 5,6, 7, 8,9, 10, 12 and 15 postinoculation (PI), 10 chicks from each
group were bled for counts of total- and differential white blood cells and determination of polymorpho-
nuclear leukocytes/total leukocytes (PMN/TL) ratio per day. A fast reduction in PMN/TL ratio started
from day 1 after 5-FU treatment, and a further reduction in PMN/TL ratio occurred from days 7 to 9 PL
Onday 15 PL, birds treated with the 5-FU recovered their PMN/TL ratios to the normal. There were highly
significant differences (P<0.001) in PMN/TL ratio between groups, between PI days, as well as in the
interaction 5-FU dosage and PI time. A significant reduction (P<0.05) in the PMN/TL ratio was found in
birds given 200 and 300 mg/kg BW 5-FU and between days, compared with the control birds. Clinical signs
of toxicity appeared in birds treated with 300 mg/kg body weight 5-FU.
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Resumen

Se utilizaron 50 pollitos de engorda de un dia de edad que fueron distribuidos aleatoriamente en 3
grupos con 15 aves cada uno, més 5 para muestreo bacteriolégico. A los 17 dias de edad, se inoculé en
promedio 2 ml de solucién salina fosfatada estéril, por via endovenosa a las aves del grupo 1, mientras que
enlos grupos 2y 3 se les administré 5-fluorouracilo (5-FU) en solucién a dosis de 200 y 300 mg/kg de peso,
respectivamente. A 10 aves de cada grupo se les tom6 una muestra sanguinea durantelos dias 1, 3, 5, 6, 7,
8,9, 10, 12y 15 postratamiento (PT) para realizar un conteo total y diferencial de leucocitos; posteriormente
se obtuvo la proporcién de leucocitos polimorfonucleares/leucocitos totales (PMN/L,). Los resultados
obtenidos en este estudio mostraron que la proporcién de PMN/L, enlos grupos tratados con 5-FU disminuy6
apartirdel dia 1 hasta el dia 9 PT, los valores mas bajos se presentaron al dia 9 PT ylos valores normales se
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recuperaron hasta el dia 15 PT. Se encontraron diferencias altamente significativas (P < 0.001) entre los
* grupos, entre los dias de muestreo, asi comoenla interaccién dela dosis de 5-FU y el tiempo PT en relacién
con los valores de las proporciones de PMN/L, . Asimismo, se observaron diferencias (P < 0.05) entre las
proporciones de PMN/L, delas aves tratadas con5-FUen comparamén con las aves del grupo testigo, asi
como entre los dias de muestreo en los grupos tratados. Las aves tratadas con 300 mg de 5-FU/kg de peso

presentaron signos de toxicidad.
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Introduccion

A diferencia de los mamiferos, en las aves el grupode
células polimorfonucleares (PMN)incluye a los heteré-
filos, eosinéfilos y baséfilos.! Debido al bajo nimero de
eosinéfilos y basé6filos en pollos, en algunos estudios
todoslos PMN se han considerado como heteréfilos. %34

Los heteroéfilos son el equivalente de los neutréfilos
enotras especies y tienen gran importancia comobarrera
de defensa contra infecciones bacterianas.3587

Los heterdéfilos son células de patrullaje con gran fuerza
contractil, motilidad y direccionalidad que desempefian
funciones fundamentales en la resistencia innata y
participan en la eliminacién de microorganismos
y tejidos muertos, por lo que son células que predominan
inicialmente en los sitios de reclutamiento parallevara
cabo la inflamacién.®® Son reclutadas a los sitios de

infeccién por componentes del agente y mediadores -

inflamatorios del huésped, mediante los procesos de
pavimentacién y adhesién al endotelio vascular, dia-
pedesis y quimiotaxis.>'*!! Existen dos tipos de células
fagociticas especializadas: los macréfagos y los heteré-
filos polimorfonucleares; sin embargo, los heteréfilos
son més eficientes que los macréfagos para fagocitary
destruir bacterias, incluso en ausencia de opsoninas.®'

Hasta el momento, sélo se han identificado en los
granulos de los heteréfilos enzimas como la fosfatasa
acida, B-glucoronidasa y estereasa inespecifica,*y se ha
determinado que carecen de mieloperoxidasa y fosfatasa
alcalina.!!% Existen estudios que describen el papel de
los heteréfilosin vitro contra diversas infecciones.'¢7

Los eosinéfilos también tienen capacidad fagocitica,
peromenor ala delos heteréfilos, aumentan en niimero
enlasinfecciones por nematodos y en las reacciones de
hipersensibilidad, mientras que los baséfilos son menos
abundantes.®

El 5-fluorouracilo (5-FU) es un firmaco antineopl4sico
utilizado ampliamente para el tratamiento paliativode
carcinomas por su actividad selectiva sobre células
cancerigenas, ya que se incorpora mejor dentro del tejido
tumoral que dentro de los tejidos normales.!81°

* Petersime Broot-Unit; Petersime Incubator Company. Gets-
burg, Ohio, U.S.A.
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El5-FU es una fluoropirimidina que se metaboliza en
el organismo a 5-fluoro-2'-deoxiuridina-5'-monofosfato
(FdUM) que inhibe la sintesis de ADN por bloquear la
actividad dela enzima timidina sintetasa; en este sentido
la biotransformacién por metilacién del monofostato
de desoxiuridina en monofosfato de desoxitimidina no
selleva a cabo, provocando un desequilibrio metabélico
y muerte de la célula.®? Otro mecanismo de accién del
5-FU involucra la sintesis de ribonucleétidos que se
incoporan dentro del ARN con iguales efectos.?

E15-FU tiene un efecto citot6xico sobre las células
progenitoras de la médula 6sea que impide su repli-
cacién.?? En ratones se ha notificado que el 5-FU
disminuye el nimero de células precursoras de granu-
locitos-monocitos en forma transitoria; sin embargo, las
células que sobreviven a su exposicién, posteriormente
aumentan su capacidad proliferativa sobrepasando los
niveles normales y son capaces de producir neutréfilos
con actividad bactericida normal. %% Adem4s, se ha de-
mostrado que el 5-FU induce mielosupresién en ratones,
predominantemente de PMN.? Kogut et al.?® obser-
varon que el 5-FU produce granulocitopenia en pollitos
Leghorn de 2 semanas de edad.

Los objetivos de este estudio fueron adecuar un modelo
parainducir granulocitopenia en pollos de engorda de
17 dias de edad mediante la administracién de 5-
fluorouracilo, que permitiera evaluar el papel de los
leucocitos polimorfonucleares en diferentes enferme-
dades aviaresin vivo, asi como determinar si las dosis de
200y 300 mg/kg de peso de este fArmaco son capaces de
producir granulopenia severa sin efectos adversos.

Material y métodos

Animales de experimentacion

Se utilizaron 50 pollitos de engorda mixtos, Peterson
x Avian Farm de un dia de edad, provenientes de una
incubadora comercial; fueron criados en bateria eléctri-
ca” ubicada en una unidad de aislamiento del De-
partamento de ProducciénAnimal:Aves, dela Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Nacional Auténoma de México. A todas las aves seles
proporcioné alimento balanceado de iniciacién con 22%
de proteina cruday 3100 Kcal’kgy aguaad libitum hasta
el final del experimento.



5-Flourouracil

Se administré 5-FU" a dosis inica de 200y 300 mg/kg
de peso?enla vena yugular de cadaave alos 17 dias de
edad, mientras que alas aves delos grupos testigos se les
administré un volumen igual de solucién salina fosfatada
estéril con un pH de 7.4.

Conteo total y diferencial de leucocitos

Las muestras de sangre delas aves se obtuvieronala
misma hora en cada uno de los grupos experimentales;
de cada ave se colecté una muestra de 0.1 ml por puncién
de 1a vena radial, 1a sangre fue vertida en un vial de
vidrio con 1.9 ml del diluente de Natt y Henrrick, ambas
fueron mezcladas suavemente y se almacenaron para su
conteo posterior por medio de un hematocitémetro.”
Simult4neamente al muestreo para el conteo total de
leucocitos, se tomé una gota de sangre y se hizo un frotis
sanguineo por pollo, que se dej6 secar a temperatura
ambiente, para posteriormente tefiirse conla tincién
de Wright.A partir de un total de 100 células de cada
frotis, se realizé el conteo diferencial entre células
mononucleares y PMN.}?313 Las células se identificaron
de acuerdo con la descripcién de Lucas y Jamroz.* Se
determiné la proporcién de leucocitos polimorfo-
nucleares/leucocitos totales (PMN/L,) por pollo.?

Disefio experimental

Aldiadellegada delos pollitos se realiz6 un muestreo
bacteriolégico a partir del alimento, la cama delas cajas
detransporte y del higadoy del saco vitelino de 5 pollos
tomados al azar del grupo inicial de 50. Al dia 15 de
edad las aves se distribuyeron aleatoriamente en tres
grupos de 15 cada uno, posteriormente se obtuvo una
muestrabasal de sangre para confirmar que las medias
del conteo total y diferencial de leucocitos entre grupos
estuvieran en linea base. Los tratamientos se asignaron
aleatoriamente a cada uno de los gruposy consistieron
enla aplicaci6én por vena yugular alos 17 dias de edad
de: 1) grupo testigo, solucién salina amortiguadora
estéril, 2) grupo tratado con una dosis tinica de 200 mg/
kg de peso de 5-FU, 3) grupo tratado con una dosis
unica de 300 mg/kg de pesode 5-FU. Alosdias 1,3, 5,
6,7,8,9, 10, 12 y 15 posadministracién del 5-FU se
muestrearon 10 aves de cada grupo pararealizar el conteo
total y diferencial de leucocitos, los 5 pollos restantes
en cada grupo se mantuvieron durante el experimento
para prevenir que no faltaran lecturas.

Andlisis estadistico

Los valores de la proporcién de PMN/L, por pollo
fueron sometidos a una prueba de andlisis de varianza

* Roche, S.A. de C.V., México, D.F.

(ANDEVA) con un disefio de dos factores con mediciones
repetidas en un factor.?

Resultados

En los dos grupos tratados con 5-FU se observé una
disminucién acelerada de la proporcién de PMN/L a
partir del dia 1, registrandose los valores m4s bajos entre
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Figura 1. Efecto de la administracién intravenosa de 200 o 300
mg de 5-fluorouracilo (5-FU)/kg de peso en pollos de engorda
(10 aves por grupo) de 17 dias de edad (dia 0) sobre la proporcién
de leucocitos polimorfonucleares/leucocitos totales (LPMN/LT) en
sangre periférica. Se observé un efecto de interaccién altamente
significativo (P<0.001) entre los grupos y los dias de muestreo.
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Figura 2. Efecto de la administracién intravenosa de 200 o 300
mg de 5-fluorouracilo (5-FU)/kg de peso en pollos de engorda
(10 aves por grupo) de 17 dfas de edad (dia 0) sobre el niimero
de leucocitos totales en sangre periférica.
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Grupos
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Dias postratamiento con 5-FU

Figura 3. Efecto de la administraci6én intravenosa de 200 o 300
mg de 5-fluorouracilo (5-FU)Ykg de peso en pollos de engorda
(10 aves por grupo) de 17 dfas de edad (dfa 0) sobre el nimero
de leucocitos totales en sangre periférica.

los dias 7 y 10 postratamiento (PT), principalmente al
dia 9 PT; los valores normales se recuperaron en relaciéon
con el grupotestigohasta el dia 15 PT (Figura 1). Estos
valores son reflejo del nimero total de leucocitos y
namero total de PMN, enlos que se observa el mismo
comportamiento (Figuras 2y 3).

Se observé una diferencia estadisticamente signifi-
cativa (P <0.001), en lainteraccién entre los grupos y
los dias de muestreo, esto significa que las dosis de 5-
FU tienen diferentes efectos sobre la proporcién de
PMN/L, conforme transcurre el tiempo después de su
administraci6n.

Discusion

En los grupos tratados con 5-FU se observé una
disminucién marcada de los PMN totales a partir del
dia 1 PT, ylleg6 a sus niveles m4s bajos entre los dias 7
y 10, posteriormente recuperaron los niveles normales;
estos resultados concuerdan con los obtenidos por Kogut
et al.? Ademais se observé un aumento de PMN por
encima de los niveles normales el dia 15, 1o cual es un
reflejodel efectoreversible y compensatorio delas células
progenitoras de PMN; esto concuerda con los resultados
obtenidos en estudios anteriores realizados con
ratones.?% Sin embargo, en el presente estudio se decidi6
notificar los resultados expresados en la proporcién de
PMN/L, porque se consideré que fue menos variable
que el nimero total de PMN enlos grupostratados.

* Fluoro-uracil. Roche, S.A. de C.V., México, D.F.
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En el grupo tratado con 300 mg/kg de peso de 5-FU,
se observaron algunos signos adversos como caida de
plumas, petequias y laceraciones en piel en algunos
animales, la posologia de este fArmaco se basa en funcién
del peso corporal; °3° sin embargo, las aves empleadas
en este estudio fueron m4s grandes y pertenecieron a
una estirpe pesada a diferencia de las aves utilizadas
por Kogutet al.,? ademas el fArmaco que se utiliz6 se
administré como solucién inyectable® (presentacién
comercial), lo que facilit6 su biodisponibilidad; en este
sentido, en el presente estudio la dosis t6xica fueigual o
posiblemente menor a 300 mg/kg de peso.

La médula 6sea es uno de los principales sitios de
acciéndel 5-FU en pacientes normales. 1*% E] 5-FU no
tiene una actividad selectiva contralos leucocitos PMN;
sin embargo, posiblemente estas células son mas suscep-
tibles que otras delalinealinfoide, debido a que su vida
media es més corta. Los neutréfilos son células de
supervivencia limitada, su vida media es de 2 a 3 dias,
mientras que otras células como los monocitos viven
meses o incluso afios.® Debido a que las células de rdpido
crecimiento fijan mejor al 5-FU, *° posiblemente la mayor
susceptibilidad de los PMN al 5-FU en aves sanas sea
debido a la mayor capacidad de replicacién de sus
células progenitoras.

En las aves los PMN se forman y se desarrollan
exclusivamente en la médula 6sea,? porlo que el usode
5-FU en pollos puede ser un buen modelo para el
estudio de la resistencia a diversos agentes en con-
diciones de granulocitopenia.
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