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RESUMEN

Se emplearon treinta corderos machos, libres de nematodos gastroentéricos y con
una edad de entre seis y ocho meses. De ellos, quince fueron de la raza Columbia (Cb) y
quince Blackbelly (Bb). Los corderos de cada raza fueron divididos en dos grupos: diez
animales fueron inoculados con larvas de H. contortus y formaron el grupo experimental y
cinco corderos no fueron inoculados y formaron el grupo testigo. Los corderos de los grupos
experimentales fueron inoculados semanalmente por seis semanas con 1000 L3 de H.
contortus. Los corderos de los grupos testigo solo recibieron solucidon salina fisioldgica.
Durante las quince semanas que duro el experimento se tomaron semanalmente muestras de
materia fecal y se contd el numero de huevos por gramo de heces (hgh) por una técnica
modifica de McMaster, todos los animales fueron sacrificados en la semana 15. Se tomaron 2
muestras de tejido de la mucosa de las regiones fundica (RFA) y pilérica abomasal (RPA)
de cada uno de los animales. Una muestra de cada region fue conservada en paraformaldehido
al 4%, deshidratada, embebida en parafina y procesada para cortes histologicos tefiiddos con
verde metil pironina (tincion especifica para células plasmaticas). La otra parte de la muestras
se incluyo en el criopreservador OCT (Tissue Tek) y se conservaron en nitrogeno liquido
hasta ser procesadas por inmunofluorescencia para detectar células plasmaticas productoras
de IgG+, IgA+ e IgM+. Los corderos de la raza Cb inoculados eliminaron (p<0.05) mayor
cantidad de (hgh) que los corderos de la raza Blackbelly inoculados. Los animales infectados
de ambas razas mostraron cuentas de células plasmaticas por campo significativamente mas
elevados (P<0.005) que sus respectivos grupos control en ambas regiones del abomaso. No se
observaron diferencias estadisticas (P>0.05) en el nimero de células plasmaticas por campo
entre los grupos de corderos Bb y Cb inoculados con larvas de H. contortus. En ambas
regiones del abomaso de los animales de las dos razas se observaron mayores cantidades de

células IgA+ por campo (p<0.05) con respecto a las células IgG+ y células IgM+. Solo



en la region fundica, los corderos Bb infectados mostraron cuentas de CEL-IgG+ por campo
mayores (p<0.05) con respecto a sus grupos testigo. En ninguna de las dos razas y en
ninguna de las regiones abomasales se observaron diferencias (p>0.05) entre el nimero de
células IgM+ entre corderos infectados y no infectados. No se observd significancia
estadistica en ninguno de los coeficientes de correlacion entre las variables estudiadas. El
aumento de las células que producen IgA es un efecto en respuesta a la presencia del parasito,
pero no es un factor que esté ligado a la resistencia en los animales, puesto que no se observo

diferencia significativa (p> 0.05) entre los corderos infectados de las dos razas.



INTRODUCCION

De acuerdo con los datos publicados por la FAO, el censo mundial de ovinos
ascendio en 1997 a unos 1060 millones de cabezas y en el afio 2002 a 1034 millones de
cabezas, lo que marca una sostenida baja de la poblacidon ovina a nivel mundial en el curso de
los ultimos afios, debido principalmente a la reduccién dramatica del mercado de la lana ante
la aparicion de las fibras sintéticas y al uso de la lana de otras especies animales como la
alpaca y la vicufia. Sin embargo, en México la poblacion de ovinos aumento de 5.9 a 6.7
millones de cabezas entre los afios 2000-2001. La mayor poblacion de ovinos en México se
presenta en los estados de México, Hidalgo, San Luis Potosi, Oaxaca, Puebla y Veracruz.
(SAGARPA 2002). En México las parasitosis gastrointestinales son uno de los factores que
causan mayor mortalidad en ovinos, ademés reduce la produccion y rentabilidad de las
explotaciones ovinas (Monteo y col., 2004). Por lo anterior, es de suma importancia para el
desarrollo econémico de la ganaderia el conocimiento de los problemas originados por las
parasitosis gastrointestinales de los rumiantes, las cuales provocan trastornos digestivos e
hipoproteinemia, lo referente a la nutricién y desarrollo normal del individuo, ademas de
favorecer enfermedades secundarias y en consecuencia, cuantiosas pérdidas a la produccion.
(Cuellar 2003).

Entre estas enfermedades se encuentra la verminosis gastroentérica de los ovinos,
que es producida por la presencia y accion de nematodos de los géneros: Haemonchus,
Teladorsagia, Trichostrongylus, Cooperia, Strongyloides, Bunostomum, Chabertia,
Nematodirus, Oesophagostomum, Skrjabinema y Trichuris (Quiroz, 2000).

Haemonchus contortus es el mas importante de los nematodos en las ovejas
(Meana y Rojo, 1999; Blood, y col 1986; Pugh, 2002).Este parasito esta ampliamente
distribuido en México y esta presente todo el afio en las pasturas (Liébano et al., 1992). Es

mas frecuente durante la época de lluvias, ya que es cuando se dan las condiciones mas



adecuadas para la formacion de larvas infestantes, ademas que hay mayor cantidad de forraje,
contaminado que consumiran los borregos (Cuellar y col., 1986). Este nematodo, se encuentra

en el abomaso, causando anemia e hipoproteinemia (Blood, y col 1986).

CLASIFICACION TAXONOMICA DE Haemonchus contortus (Urquhart y col., 2001)
Reino: Animalia

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Nematoda

Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea

Familia: Trichostrongylidae

Género: Haemonchus

Especie: contortus

Morfologia de Haemonchus contortus

El Extremo cefalico es muy delgado, poseen una pequefia capsula bucal, con un
fino diente o lanceta que se origina en el lado dorsal de la base (figura 1). Tiene papilas
cervicales prominentes, en forma de espina. La bolsa copulatriz del macho es grande, tiene
grandes rayos laterales y un dorsal pequefio y asimétrico en forma de Y invertida. Las papilas
son relativamente cortas, hay papilas prebursales y posee un gubernaculo. La vulva se
encuentra en la parte ventral, cuando termina el segundo tercio del cuerpo y esta cubierta por
un labio vulvar muy grande. El macho tiene un color rojizo uniforme mientras que en la
hembra, los ovarios son blancos y estan enrollados en espiral alrededor del intestino rojo lo
que le da un aspecto rallado. Las espiculas miden de 0.46 a 0.506 mm de longitud y cada una

lleva una pequefia lengiieta cerca del extremo posterior (Soulsby, 1988). Los machos miden



de 10 a 20 mm y las hembras de 18 a 30 mm (figura 2) (Lapage, 1976; Soulsby, 1988;
Quiroz, 2003). Los huevos tienen una forma ovoide son incoloros miden de 70-80 por 41-48

pm, presentan una doble capa y en el interior de 8 a 16 estructuras redondas llamadas

blastomeros (Soulsby, 1988).

Figura 1. Extremo cefalico de Haemonchus Figura 2. Parte superior hembra, parte
contortus (J.A Van Wyk, 2006; fuente inferior macho de Haemonchus contortus
www.wormboss.com.au/LivePage.aspx?pageld=437) (Gisele.Alexandre, 2006; fuente,
www.antilles.inra.fr/.../2022/Haemonchus_w3.jpg)

Ciclo biologico del Haemonchus contortus

El ciclo biolédgico es directo, en el abomaso del hospedero se localizan los adultos,
la hembra produce de 5000 a 10000 huevos al dia. (Lapage, 1976; Meana y Rojo, 1999). Los
huevos son eliminados con la materia fecal, contaminando los pastizales en los cuales se
desarrollan tres fases larvarias de vida libre (Lapage, 1976). Al ser eliminados los huevos se
encuentran blastomerados y se requiere de humedad, temperatura adecuada y oxigeno para el
desarrollo de la larva en primer estadio (L;) dentro del huevo (Quiroz, 2000).

Una vez eliminados los huevos con las heces, si las condiciones ambientales son
adecuadas se desarrolla la larva 1 (L)) que eclosiona en la materia fecal de 1 a 2 dias después
de ser eliminada (Quiroz, 2003). Esta larva se alimenta de bacterias del medio donde se
encuentra. Al completar su crecimiento muda de epidermis (primera ecdisis) y se transforma
en larva 2 (L,) que también se alimenta de bacterias y crece hasta que madura, muda su

epidermis (segunda ecdisis), pero esta no se desecha, permanece como una envoltura suelta



alrededor de la larva 3 (L3) que se ve separada por ella de su alrededor, por lo tanto no puede
alimentarse. Estd se mantiene de los granulos de material alimenticio que han sido
almacenados dentro de las células que recubren su intestino (Lapage, 1976).

La L3, es la Fase infectante de Haemonchus contortus, esta no resiste la desecacion
ni las bajas temperaturas (Soulsby, 1988). En condiciones adecuadas el desarrollo de la L se
alcanza de 4 a 7 dias después de haber sido eliminados los huevos (Lapage, 1976). La L; es
muy activa y es capaz de desplazarse verticalmente sobre superficies humedas de los
vegetales presentado varios tropismos: hidrotropismo positivo, esto es que buscan las zonas
himedas, fototropismo negativo, que evitan la luz intensa, termotropismo positivo a la
temperatura optima (15 a 30° C) y geotropismo negativo, se aleja del suelo buscando la parte
alta de los pastos (Quiroz, 2003). La migracion vertical les permite subir a las gotas de rocio
que se encuentran en las puntas de los pastos en las mafianas o en los dias nublados (Soulsby,
1988). La dispersion horizontal de las larvas se ve favorecida por diferentes factores entre
estos se encuentran: la lluvia, la dispersion mecanica que ejerce el ganado al desplazar con
sus patas la materia fecal, los insectos y los acaros copréfagos, se ha mencionado que esporas
de hongos del genero Pilobolus son capaces de lanzar a las larvas de 1 a 1.5 m de distancia
del bolo fecal; esto es importante debido a que los animales no consumen el forraje que se
encuentra cerca de la materia fecal (Lapage, 1976; Soulsby, 1988; Meana y Rojo, 1999;
Quiroz, 2003).

Los ovinos se infectan al ingerir la L; con las pasturas, unos 30 minutos
posteriores a la ingestion de la L; ésta pierde la cuticula que conservé de la anterior muda
debido a los diversos estimulos o factores del hospedador presentes en el rumen
(amortiguadores, bicarbonato, gases). Estos factores activan a la L; que libera un fluido de
muda que actua sobre la cuticula provocando su ruptura, y la larva sale mediante sus

movimientos (Lapage, 1976; Meana y Rojo, 1999). Ya liberadas las larvas pasan al abomaso,



¢éstas penetran la mucosa en las fosetas de las glandulas géstricas en lo que se denomina etapa
histotréfica o tisular (Soulsby, 1988; Lapage, 1976). Se sabe que Haemonchus contortus
tiene afinidad por la mucosa de la region findica abomasal (Meana y Rojo, 1999). Ya en la
mucosa se alimenta de sangre, crece y muda a L4, ésta también crece e ingiere sangre,
posteriormente sale de la mucosa y muda a Ls o preadulto (Meana y Rojo, 1999). La Ls se
desarrolla directamente sin muda hasta transformarse en adulto, hembra o macho (Lapage,
1976), y el ciclo se cierra después de la copula cuando las hembras comienzan a producir

huevos (Meana y Rojo, 1999).

Epidemiologia.

El hecho de que la mayoria de los pequefios rumiantes se encuentran en pastizales comunales,
es decir en donde pastorean animales de diferentes duefios o en terrenos sobrepastoreados, en
donde la contaminacion es muy grave, hace que en México esta parasitosis sea muy comun
(Cuéllar, 1992).

Para que esta enfermedad se presente se tienen que conjugar factores ambientales, factores
del hospedador y necesidades del parésito. Esta infeccion se da por la ingestion de forraje
contaminado con L;. La enfermedad se presenta principalmente en sistemas de produccion
donde se practica el pastoreo, o sea, en aquellos denominados genéricamente extensivos o
semintensivos. También es un problema sanitario frecuente en sistemas intensivos con
praderas irrigadas por que en estas praderas las larvas infectantes encuentran un
microambiente que les favorece, en cuanto a humedad y temperatura para su desarrollo. Los
pastos contaminados con la Ls son el vehiculo para que las larvas puedan introducirse al
hospedero. Las larvas en el ambiente son susceptibles a la desecacion y la desecacion las

mata (Cuéllar, 1986; Cuéllar 1992).



Las larvas infecciosas soportan mas que las preinfecciosas quienes son susceptibles a la
desecacion. Por esta razon las L3 migran mejor en climas humedos y calidos. Unas larvas
pueden encontrarse a 90 cm de los residuos de la materia fecal en 24 horas pero mas del 90%
se encuentra a 10 cm, el nimero disminuye logaritmicamente al aumentar la distancia (Blood
y col., 1986).

La humedad representa el factor climatico mas importante para el desarrollo y supervivencia
de las larvas infectantes, por lo tanto, la época de lluvias es de alto riesgo para adquirir la
parasitosis. La hora del dia también es importante, las L; se encuentran en la punta del pasto
durante la madrugada y temprano cuando hay rocio, por lo que pastorear a esta hora del dia
aumenta las probabilidades de contaminacion. Los habitos alimenticios de los ovinos son
importantes para la infeccion, estos son altamente selectivos, consumen forraje fresco, tierno,
que contiene mucha humedad y por lo tanto es probable que contenga un gran nimero de
larvas infectantes que desencadenaran cuadros clinicos de la enfermedad. Es este uno de los
motivos por los que los ovinos son la especie en que mds frecuentemente se encuentra el
Haemonchus contortus (Cuéllar, 1992).

En algunas circunstancias el desarrollo larvario se detiene dentro del hospedero en L4 durante
4 o0 5 meses, este fendmeno recibe el nombre de hipobiosis (Meana y Rojo, 1999). Algunos
trabajos describen que este fendmeno se debe a factores genéticos, inmunoldgicos o
ambientales, por ejemplo el fenomeno de hipobiosis coincide cuando las condiciones
ambientales son adversas (inviernos frios o veranos secos y calientes) y parece ser que la
capacidad de inhibicidon es una caracteristica heredable y se considera una adaptacion del
parésito a la resistencia del hospedador, a factores ambientales adversos o ambos a la vez
(Quiroz, 2003; Meana y Rojo, 1999). Cuando las condiciones ambientales son adecuadas para
la supervivencia de las fases libres asociada probablemente con un estimulo estacional,

simultaneamente se reanuda el desarrollo de las larvas. (Lapage, 1976). Desde el punto de



vista epidemioldgico, esto es muy importante debido a que coinciden en el tiempo la madurez
sexual de los adultos procedentes de las larvas hipobioticas que eliminan cantidades elevadas
de huevos con una época del afio favorable para el desarrollo de las Lj, esto produce
infestaciones en los potreros lo que aumenta el riesgo de infecciones, principalmente para los
animales jovenes (Meana y Rojo, 1999).

Aunque la presentacion clinica de la enfermedad casi es exclusiva de corderos de entre seis y
ocho meses de edad, también ocurre en animales adultos, no obstante, el factor racial es otro
de los factores que determinan la severidad de la enfermedad. Los animales nativos o criollos,
resisten mas las infecciones parasitarias en relacion a los animales de razas puras o
seleccionadas en paises con otros climas, esta situacion se explica por la seleccion natural que
ha ocurrido en los animales nativos, dando lugar a una progenie con las mismas
caracteristicas, o sea, resistentes a este nematodo. Ademads debe considerarse que los ovinos
de razas puras son por lo regular criados y mantenidos bajo condiciones estabuladas que
dificilmente tienen contacto con este parasito y al entrar en contacto con este muestran una
gran susceptibilidad (Cuéllar, 1992).

En cuanto al estado nutricional de los animales tiene un papel muy importante en la
susceptibilidad a la nematodiasis gastrointestinal. Los animales subnutridos regularmente
presentan cargas parasitarias mayores en relacion a aquellos que mantienen Optimas
condiciones nutricionales, esto podria explicarse por los mecanismos inmunologicos que
permiten o no la infeccion parasitaria, cuya base estd en la cantidad y calidad de alimento
consumido, en especial referente a las proteinas (Cuéllar, 1992). La suplementacion de
proteina en la dieta de los ovinos ha demostrado un mejor efecto en el control de la
hemoncosis que un programa antihelmintico estratégico (Lady, 2002).

Patogenia del Haemonchus contortus



La presencia de las larvas en las glandulas abomasales ocasionan cambios
histopatologicos del tejido glandular como son la hiperplasia de la mucosa abomasal y la
infiltracion de células inflamatorias. La sustitucion de células parietales secretoras de HCI por
células jovenes no secretoras, producen un aumento en el pH en la luz abomasal e impiden la
trasformacion de pepsindgeno a pepsina incidiendo negativamente en la digestion de las
proteinas. La union intercelular de la glandula también se ve afectada, lo que favorece la
pérdida de proteinas endogenas de la sangre por el lumen gastrico y la entrada de
pepsindgeno a la misma (Meana y Rojo, 1999; Quiroz, 2003).

El mayor dafio en la hemoncosis se debe a la accion expoliatriz de la L4, asi como
de la actividad hematdéfaga de las fases adultas (Duna, 1983; Quiroz, 2003; Blood y col.,
1986; Soulsby, 1988; Martin y Aitken, 2000; Radostits y col, 2002). Al ingerir grandes
cantidades de sangre del hospedador se producen pérdidas de los componentes sanguineos,
incluyendo eritrocitos y proteinas plasmaticas lo que ocasiona anemia e hipoproteinemia
(Blood y col., 1986; Martin y Aitken, 2000; Radostits y col, 2002). Por cada gusano adulto o
verme se pierden unos 0.05 mililitros de sangre completa al dia, tanto por lo que ingiere el
parasito como por lo que pierde al sangrar la herida (Urquhart, 2001; Quiroz, 2003; Soulsby,
1988; Radostits y col, 2002). Una lectura del hematocrito inferior al 15% siempre va
acompafiada de una debilidad extrema e insuficiencia respiratoria. La pérdida de proteina
plasmatica provoca anasarca, que externamente se manifiesta en forma de edema
submandibular (Dwight, 2004) Los corderos se pueden infestar mientras permanecen con sus
madres (Martin, 2000). La gravedad de los corderos depende de la edad y de la intensidad de

la infeccién (Meana y Rojo, 1999).

CUADRO CLINICO



Existen tres formas clinicas de la presentacion de la hemoncosis:

a) Sobreaguda: Se desarrolla de 0 a 7 dias aproximadamente, se debe a una subita infeccion
por gran numero de larvas, se asocia al clima caluroso y humedo, que facilita la presencia de
gran cantidad de estas fases en los pastos, la morbilidad es baja, y en general se presenta en
los animales mas jovenes, hay gastritis hemorragica con anemia severa y a veces es fatal, las
heces son de color oscuro y no hay diarrea (Dunn, 1993; Soulsby, 1988; Mc Clure y col.,
2000; Balic y col., 2000; Quiroz, 2003).

b) Aguda: Se observa principalmente en animales jovenes susceptibles con infecciones
intensas (Soulsby, 1988). Con frecuencia afecta a pocos animales pero en brotes graves puede
afectar un gran porcentaje del rebafio si no recibe tratamiento. El cuadro clinico incluye baja
considerable de peso y/o retardo en el crecimiento. Hay diarrea intermitente de color café
oscuro, emaciacion, mucosas palidas y presencia de edema submandibular. Los animales
estan débiles, dejan de comer y se retrasan al momento de pastorear, puede haber caida de
lana o esta arrancada a mordidas por otros animales afectados. En muchos casos el animal
muere como consecuencia de los severos trastornos digestivos y metabolicos que provocan
los parasitos. Los animales recuperados suelen quedar subdesarrollados (Duun, 1993.; Blood,
1986; Cuéllar, 1986; Radostits, 2002; Citado por Cuenca 2005).

c) Cronica o subclinica: Es la mas comun, con relativa baja de carga de parasitos adultos, sin
reinfestacion. No depende del clima, sucede con pastos de pobre calidad. La morbilidad es
muy alta. La gastritis que se presenta es cronica, con pérdida de sangre y disfuncion
abomasal, con progresiva pérdida de peso y retardo en el crecimiento, no hay anemia marcada
ni edema, por lo que el diagndstico se dificulta, hay decaimiento y anorexia, no hay diarrea
(Newton, y col, 1995.; Hoste y col., 2000; Quiroz, 2003).

Lesiones a la Necropsia



Debido a los trastornos generales como consecuencia de la hemoncosis los animales muertos
presentan emaciacion, deshidratacion, anemia, diarrea, siendo estas lesiones inespecificas, sin
embargo existen lesiones mas especificas limitadas al tracto digestivo relacionadas con
Haemonchus contortus (Meana y Rojo, 1999).

En al necropsia la canal se observa palida edematosa, con pobre estado de carnes, ausencia de
grasa y presencia de liquidos en cavidad peritoneal, toracica y pericardica (Dunn, 1993;
Cuéllar, 1986).

El contenido del abomaso suele tener un color parduzco por la sangre y la presencia de
adultos de Haemonchus contortus, asi como la pared esta hiperémica y con codgulos, hay
pequenias ulceraciones donde se fijaron los gusanos adultos (Dunn, 1993; Blood y col., 1986;

Cuéllar, 1986; Meana y Rojo, 1999; Radostits y col., 2002)

Diagnéstico
El diagnéstico debe de realizarse sobre la base de datos clinicos, historial epidemioldgico,
analisis de laboratorio. Aunque algunos signos son muy sugestivos (diarreas, baja peso,
mucosas palidas, edema submandibular y muertes ocasionales), se debe comprobarse
enviando al laboratorio muestras de materia fecal colectadas directamente del recto de los
animales, para detectar la presencia de huevos eliminados por los parasitos. En el laboratorio
se realizan la Técnica de Mc Master para la deteccion de huevos. Los huevos son ovalados,
con doble pared, miden de 70 a 85 pum de largos por 41 a 44 um de ancho. Los huevos
contienen de 8 a 16 estructuras redondas llamadas blastomeros. Los huevos de H. contortus
son muy parecidos a los de otros nematodos, por lo que debe complementarse el diagnodstico
con cultivo e identificacion de larvas en tercer estadio (Alba, 2007).

Es de gran utilidad efectuar una biometria hematica para conocer el estado general

del animal y evaluar el efecto parasitario (Cuéllar, 1986) El diagnéstico de la hemoncosis



cronica es mas dificil porque se puede confundir con una nutricion deficiente e incluso con

una fasciolosis cronica (Urquhart, 2001)

Tratamiento

Hay una gran variedad de productos utilizados, pero los mas conocidos de los grupos son los
bencimidazoles (tiabendazol 44 mg/kg, albendazol 5 mg/kg, Febendazol 5 mg/kg, oxfendazol
5.0mg/ kg. todos via oral); probencimidazoles (febantel 6mg/ Kg, tiofanato 50 mg/ kg,
netobimin 7.5mg/ kg. todos via oral); imidazotiazoles (levamisol 7.5mg/kg. por via
subcutdnea); lactosas macrociclicas (ivermectina 0.2mg/kg, moxidectina 0.2 mg/ kg,
doramectina 0.2 mg/ kg. todas via subcutdnea) y Salicilanilidas (closantel 5mg/ kg. via

subcutanea).

Respuesta inmunologica frente al Haemonchus contortus

La respuesta inmunitaria adquirida tras el contacto con el parésito y la capacidad
fisiologica innata de los animales para adaptarse a la infeccion, son los mecanismos de
resistencia. Esta inmunidad frente a nematodos gastroentéricos depende directamente de la
respuesta celular por linfocitos T, incluye importantes alteraciones inflamatorias en la mucosa
y la produccion de anticuerpos especificos contra los parasitos (Meana y Rojo, 1999).

El tipo de respuesta estd condicionada por las variaciones antigénicas que
presentan los nematodos, a consecuencia de distintas fases de desarrollo dentro del
hospedador y al hecho claro de poseer dentro de cada fase distintos tipos de moléculas; las
que se expresan en la superficie y que se desprenden del parésito (productos de secrecion y
excrecion). Aunque se desconoce la funcion bioldgica de muchas de ellas, es innegable su
papel como antigenos, alergenos o moduladores de la respuesta inmunitaria y/o inflamatoria

(Meana y Rojo, 1999).



Las respuestas inmunitarias eficaces tienen una serie de caracteristicas segun las
distintas fases de desarrollo. Asi, se observa que la respuesta frente a las larvas evita su
asentamiento y da lugar a su eliminacion a las pocas horas de ser ingeridas, esta relacionada
con la presencia de elevadas cantidades de inmunoglobulinas (IgA e IgE), histamina y
leucotrienos en el moco (Montaraz, 1997). Los tejidos linfoides de las mucosas se han
adaptado de forma caracteristica para producir cantidades elevadas de IgA (Abbas y
Lichtman, 2004). En muchos casos, la inmuniad a las L4 produce su eliminacién o la

detencion de su desarrollo (hipobiosis) (Meana y Rojo, 1999).

Estimulacion antigénica de células

Se entiende por sistema inmunitario el conjunto de 6rganos linfoides y células que
intervienen en la respuesta inmune. Los linfocitos son los protagonistas centrales de la
respuesta inmune y se dividen en dos grupos: T y B. Ambos se originan a partir de células
pluripotenciales de la medula 6sea, morfologicamente ambos tipos de linfocitos son similares
por lo que cuando interesa diferenciarlos, ya sea para controlarlos o separarlos, se recurre a
diferencias genotipicas a nivel molecular expresadas en la membrana citoplasmatica
(Montaraz, 1997). Antes de la estimulacion antigénica o policlonal, los Linfocitos pequenos
estan en fase de reposo, o en fase Gy del ciclo celular. Si los linfocitos en reposo no se
encuentran con el antigeno, probablemente mueren a los pocos dias o semanas, y la poblacion
se mantiene estable por el desarrollo de nuevas células a partir de los precursores de la
medula osea.

La estimulacion antigénica (policlonal) estimula los linfocitos pequefios en reposo
para que entren en la fase G del ciclo celular. Estos, aumentan de tamafio y se denominan
linfocitos grandes, o Linfoblastos, estas células tienen un diametro de 10 a 12 um y presentan

un anillo mas ancho de citoplasma, mas organelos y mayores cantidades de acido



ribonucleico (ARN) citoplasmético comparados con los linfocitos pequefios no estimulados.
Continua la progresion a la fase S del ciclo celular, y el linfocito grande activado se divide. A
esta secuencia se le llama transformacion blastica. La division mitotica es la responsable de la
proliferacion de los clones de linfocitos sensibles al antigeno. Posterior o simultdneamente a
la proliferacion, los linfocitos estimulados se diferencian desde una fase de reconocimiento en
que reconocen al antigeno a una efectora en la que actuan para eliminarlo (Abbas y Lichtman,

2004).

Activacion de linfocitos B a células plasmaticas

Los linfocitos B (LB) después de la estimulacion antigénica se multiplican y
transforman en células plasmaticas (Montaraz, 1997). Las células plasmaticas son células en
la fase final de diferenciacion con una capacidad nula o escasa de division mitética, y son, en
esencia, factorias para la sintesis y fabricacion de anticuerpos. Se calcula que la mitad o mas
del ARN mensajero (ARNm) de las células plasmaticas codifica anticuerpos (Abbas y
Lichtman, 2004).La funcion fisioldgica de los anticuerpos es neutralizar y eliminar al
antigeno que indujo su formacion (Abbas y Lichtman, 2004 ). La activacion de los LB es
dependiente de dos sefiales activadoras; una la proporciona la interaccion del antigeno con la
inmunoglobulina en la membrana del LB; La otra la proporcionan una serie de citocinas
secretadas por los LT cooperadores o CD4". (Montaraz, 1997). Tras la unién de un antigeno o
un anticuerpo anti-Ig a la célula B, el complejo Ig-antigeno se interna en la célula mediante
una endocitosis mediada por el receptor. Si el ligado es una proteina, sera procesado como en
otras células presentadoras de antigeno es decir, las células T reconocen y responden a
antigenos peptidicos extranos solo cuando el antigeno esta unido a la superficie de otra
célula, mientras que las células B y los anticuerpos secretados se unen a antigenos solubles en

los liquidos corporales o a antigenos de la superficie celular. Esto da lugar a la generacion de



fragmentos peptidicos del antigeno que se volveran a expresar en la superficie de la célula
unidos de forma no covalente a la molécula de Clase II del MHC. Estos complejos péptido-
MHC pueden ser reconocidos posteriormente por LT cooperadotes restringidos por el MHC
especificos para el antigeno. Las células B son extremadamente eficaces en la presentacion
del antigeno que reconocen, por que las Ig de membrana actian como receptores de alta
afinidad que capacitan a las células al unirse, internar y presentar concentraciones muy bajas

de antigenos.

Procesamiento del antigeno

El procesamiento y la presentacion del antigeno ocurren a las 1-6 horas de la union
del antigeno proteico a la célula in vitro. En las siguientes 8- 24 horas, se sintetizan nuevas
moléculas de Ig de membrana que se vuelven a expresar, de forma que la célula B es capaz de
unirse a mas moléculas del antigeno. (Abbas y Lichtman, 2004). Las Células T cooperadoras
que reconocen los antigenos presentados por los Linfocitos B producen dos tipos de estimulos
que originan la proliferacion y diferenciacion de las células B. Estos estimulos son generados
por el contacto fisico entre los Linfocitos T y B y por las citocinas producidas por las células
T cooperadoras. (Abbas y Lichtman, 2004 ).

Los LB expresan una molécula(s) de membrana que se une a un receptor
complementario en las células T activadas, y esta interaccion proporciona el estimulo que
inicia las respuestas de la Célula B. La principal molécula implicada en la estimulacion de la
Célula B mediante el contacto con la célula T, se sabe ahora que es el CD40 de la célula B, y
su ligando complementario de 39 kD (llamado gp39) en la células T cooperadoras activadas.
El CD40 es una glucoproteina de 50kD que se expresa en la mayor parte de los linfocitos B
maduros pero se pierde después que células B se diferencian a células secretoras de

anticuerpos (Abbas y Lichtman, 2004).



Interacciones celulares.

Los anticuerpos contra el CD40 pueden reemplazar a las células T cooperadoras.
La interaccion del gp39 de las células T con el CD40 de las células B se produce
independientemente del antigeno y de las moléculas del MHC. De este modo, la secuencia
probable de acontecimientos en las interacciones célula T —célula B es como sigue. Las
células B presentan repetidos antigénicos asociados al MHC a la célula T cooperadoras; las
células T cooperadoras se activan y expresan el gp 39; éste se une entonces al CD40 de la
célula B presentadora del antigeno; esta interaccion inicia la proliferacion de la célula B; y las
citocinas producidas por las células T cooperadoras estimulan las posteriores respuestas de las
células B. La naturaleza bioquimica de las sefales generadas por la participacion del CD40 y
los mecanismos por los que estas sefales inducen el crecimiento de las células B no se conoce
todavia. (Abbas, 2004)

Los factores cooperadores mas potentes para las células B son las citocinas
producidas por las células T cooperadoras CD4" . No obstante, algunos macrofagos y otras
células no T (productoras de IL-1, TNF y IL-6) pueden secretar algunas de las citocinas que
estimulan el crecimiento y diferenciacion de las células B. (Ababas, 1995) La produccion de
citocinas contribuye a la activacion de células B espectadoras que no son especificas para el
antigeno que inicia la respuesta, pero que estan en la vecindad de las células estimuladas por
ese antigeno. La infeccion por parésitos helmintos estimula el aumento de la IgE en el suero
100 o mas veces, y solo una pequefia fraccion de esta IgE (probablemente menos del 5%) es
especifica para el helminto en particular, sin embargo, incluso en tales respuestas, las células
B especificas para el antigeno se estimulan de forma preferente comparadas con las células

espectadoras (Abbas y Lichtman, 2004).



Se cree que las interacciones con las células presentes en los centros germinales,
como los linfocitos T cooperadores o las células dendriticas foliculares, pueden estimular las
mutaciones de las Ig, pero no se conoce ni el estimulo ni el mecanismo de la hipermutacion.
El resultado de la hipermutacion somadtica es que las mutaciones de los genes variables se
acumulan de forma secuencial en la progenie de los clones de células B que proliferan. A
medida que estos procesos ocurren, los anticuerpos que se han secretado a la circulacion se
unen al antigeno residual y pueden activar al complemento. Estos complejos inmunitarios se
concentran en las superficies de las células dendriticas foliculares mediante su union a los
receptores de Fc de los anticuerpos y la fraccion C3b del complemento (Abbas y Lichtman,
2004).

Es propiedad universal de los LB la presencia de inmunoglobulina en su membrana.
Cuando el LB no ha sido activado la inmunoglobulina es IgD, la reaccion antigeno-anticuerpo
proporciona al LB una de las sefiales requeridas para iniciar un proceso de replicacion
destinado a la generacion de una colonia celular o clona en la que se distinguiran dos tipos de
células: células plasmaticas responsables de la sintesis y secrecion de inmunoglobulina IgM,
IgG, IgA o IgE (con la misma especificidad que las presentes en la membrana del LB
progenitor) y células de memoria responsables de iniciar una eventual respuesta secundaria
contra el antigeno en cuestion. No se conoce cuales son los estimulos que determinan el que
una estirpe de linfocito B activado evolucione a célula efectora o célula de memoria
(Montaraz, 1997; Abbas, 2004). Las células plasmadticas se encuentran solo en drganos
linfoides y en los lugares de respuesta inmunitaria, y normalmente no circulan por la sangre o
la linfa. Tienen una morfologia caracteristica con nucleo excéntrico, citoplasma abundante
que contiene un RER denso, que es el lugar donde se sintetizan los anticuerpos (y otras
proteinas secretadas y de membrana). Existe también un complejo de golgi grande, que se

tifie mal con pigmentos histoldgicos habituales y que es responsable del halo perinuclear; Los



anticuerpos adquieren su forma final y son agrupados para su secrecion en esta organela
(Abbas, 2004). Estas inmunoglobulinas pueden ser identificadas mediante
inmunofluorescencia, en la que se emplea un anticuerpo conjugado contra la gamaglobulina
de la especie a estudiar combinado con un colorante fluorescente: Cuando una muestra de
linfocitos se incuba con este conjugado y se observa al microscopio con luz ultravioleta, los
LB sé veran rodeados de un halo brillante (usualmente Verde manzana que es el color
producido por fluoresceina (Montaraz, 1997; Stites, 1983).

Control y Prevencion

Es imposible indicar una receta especial para una situacion dada, sin embargo, se debera
buscar el costo beneficio lo cual es necesario ademds de las consideraciones
epidemioldgicas, inmunolédgicas, zootécnicas, llevar registro de ganancia de peso, produccién
de lana, leche, crias y relacionarlos con el calendario de desparasitacion o programa (Quiroz,
2003). El uso de sistemas de rotacion de potreros cuando sea posible puede ser utilizado en el
control de nematodos (Cuellar, 2003), por ejemplo los animales que entren a pastos nuevos
deben tener la menor carga de parasitos posible (Quiroz, 2003).

La separacion por edades permite utilizar los potreros con mayor carga de larvas por Kg de
pasto para los animales adultos debido al grado de inmunidad que tienen y a los animales
jovenes permitirles el acceso a pastos nuevos con menor carga de larvas (Quiroz, 2003).

El ensilaje o la henificacion de las praderas permiten cortar el ciclo por medio de la muerte
de las larvas. Esta condicion ocurre durante la estacion de sequia en zonas tropicales en donde
los rayos solares materialmente esterilizan desde el punto de vista parasitologico a la pradera
(Quiroz, 2003).

Hay buenos resultados realizando seleccion por resistencia al pardsito, lo cual resulta en un
menor impacto negativo en la produccidn, se requerird menos desparasitaciones para el

control y mantendra mas limpias las praderas (Torres, 2000).



La funciéon de los hongos nematofagos como Arthrobotrys oligospora y Duddingtonia
flagrans en el control de las larvas infectantes, consiste en tratar de establecer en el pasto una
gran poblacion de hongos altamente depredadora que sea capaz de reducir el grado de
infeccion por la Ly de Haemonchus contortus en el pasto (Faedo y col., 1998; Torres, 2000).
Se han efectuado investigaciones respecto a la eficacia de la vacunacion contra Haemonchus
contortus con larvas irradiadas mediante rayos X , pero este método no ha tenido utilizacion
practica ( Blood y col, 1986). Otras investigaciones con fines de evaluar vacunas elaboradas
con antigenos intestinales de Haemonchus Contortus, con la cual se ha observado una
reduccion en la eliminacion de huevos, lo que permite disminuir la contaminacioén de las
praderas (Kabagambe y col., 2002; Radostitis 2002).

Una buena nutriciéon aumenta la resistencia de los ovinos contra la infeccion por H. contortus.
La suplementacion alimenticia con proteina estimula la capacidad de algunas razas mas
susceptibles a resistir los efectos patdgenos de la infeccion (Van Wyk y Bath,1998). La
concentracion de cobalto en la dieta en ovinos es importante ya que animales sujetos a dietas
suficientes en cobalto y molibdeno son mas resistentes a la infeccion de H. contortus (Blood
y col., 1986).

Actualmente el empleo del sistema FAMACHA disemado por Van Wyk. (1998). Es un
sistema que tiene como objetivo identificar clinicamente el desarrollo de la anemia de los
animales parasitados con nematodos gastroentéricos hematdfagos. Este se basa en la
coloracion de la conjuntiva y es representado con letras (A,B,C,D,E) o ntimeros del 1 al 5
donde A y B, son animales con infecciones leves, mientras que animales clasificados con las
letras C, d y E son animales con infecciones masivas. Este método puede ser complementado
con otras técnicas como el % hematocrito y el conteo de huevos en heces.

En la actualidad la utilizacion masiva y reiterada de antihelminticos ha favorecido el

desarrollo de cepas resistentes a ellos, por lo que estos problemas han dado pauta para



desarrollar métodos de control de parasitos internos que sean menos dependientes de los
antihelminticos tales como la cria de ovinos genéticamente resistentes (Miller et al, 1998).

Se han reportado variaciones importantes en la resistencia a nematodos gastrointestinales
entre diferentes razas ovinas; razas de pelo como la Red Massai (Preston y Allonby, 1979),
Blackbelly (Yaswinski et al., 1980). Romanov (Luffau et a/ 1990). Florida, Saint Croix,
Barbados y Navajo (Courtney et al., 1985), Katahdin (Parker et al., 1993). Castellana,
Florida y sus cruzas (Gémez et al,. 1999). Son mas resistentes a nematodos que las razas
europeas. A continuacién se mencionan algunas caracteristicas de las razas ovinas Blackbelly

y Columbia utilizadas para la realizacion de este trabajo.

Raza Blackbelly

Es un ovino de pelo originario de la isla de Barbados en el caribe. Fueron comerciantes
holandeses los que introdujeron a esa zona borregos de lana, mismos que cruzaron con ovinos
africanos traidos a la isla. El resultado de esta combinacion fue el cordero hoy conocido como
Blackbelly, Barbados o Panza Negra. Actualmente se encuentra diseminado por todo el
Caribe y por el norte, centro y sur de América. Ha sido seleccionado por mas de 300 afios
buscando prolificidad, ganancia de peso y carne magra, asi como por su resistencia a
parésitos y enfermedades. En México esta difundido en todos los climas, desde el tropico
hasta las areas templadas (AMCO, 2000). Este ovino se caracteriza por ser un animal muy
rastico, no estacional, con excelente habilidad materna y abundante produccion de leche. Si
cuentan con una adecuada alimentacion, estas cualidades permiten a las hembras criar dos o

tres corderos con facilidad (AMCO, 2000).

Raza Columbia



Esta raza es el resultado de la cruza de corderos Lincoln con ovejas Rambouillet. El primer
experimento fue realizado en 1912 en Larammine, Wyoming, y es la primera raza creada en
EUA por el Departamento de Agricultura. Existe la Asociaciéon de creadores de Columbia
desde 1940. Su distribucion se habia restringido a EUA. Su presencia en México data desde
hace mas de 20 afios, y su influencia se expande a través de sementales en el altiplano central
mexicano que va de Talxcala, Puebla, Veracruz, ¢ Hidalgo y como raza paterna en
cruzamientos para produccion de corderos (De Lucas, 2001).

Esta raza se considera de doble propdsito su caracteristica es su gran tamafio y peso. Los
machos alcanzan los 160 Kg y las hembras hasta 110 Kg. Las hembras de esta raza son
consideradas como buenas madres y gregarias, su tasa reproductiva se considera buena, con
fertilidades superiores al 90% y prolificidad moderada de 140%. Se reportan porcentajes de
destetados en las ovejas cubiertas de 90% al 95%. Los corderos tienen buena velocidad de
crecimiento, estos al destete tienen un peso promedio de 35Kg y canales aceptables.
Presentan cara blanca, recubierta de pelo, son acornes y carecen de arrugas en la piel y el
cuello. (De Lucas, 2001). Se ha demostrado que esta raza es muy susceptible a la

hemoncosis experimental (Mufioz y col., 2006).



Justificacion

La hemoncosis ovina es una enfermedad de gran importancia, principalmente en aquellos
lugares donde se practica el pastoreo ocasionando una ineficiencia biologica y econdmica en
los sistemas pecuarios del pais, disminuyendo la produccion de los animales y ocasionando
bajas utilidades al productor. Por lo que es necesario buscar estrategias para el control de la
hemoncosis utilizando razas mas resistentes y con una alta capacidad de recuperacion a la
infeccion por H. contortus. Ya que se ha demostrado que la resistencia a nematodos
gastroentéricos es una caracteristica heredable y esta asociada a ciertos tipos raciales
(Courtney et al., 1985; Luffau y col. 1990 ; Preston y Allonby, 1979 ;Yaswinski y col, 1980).

Se ha sugerido que la respuesta inmunoldgica esta asociada a la resistencia
(Schallig, 2000). En la respuesta inmune estan involucrados tanto componentes especificos
(respuesta celular y humoral), como inespecificos (respuesta inflamatoria). La inmunidad
frente a los nematodos gastroentéricos induce la produccion de anticuerpos a nivel local, el
papel de estos anticuerpos no esta claro (Cordero y col, 1999). Los estudios realizados hasta
el momento, sobre la respuesta inmune local son el resultado de infecciones aisladas, no
existen reportes que comparen la cantidad de células productoras de anticuerpos en razas con
diferentes grados de resistencia a la hemoncosis experimental.

Por lo anterior, en el presente trabajo se comparé el nimero de células productoras
de anticuerpos, presentes en las regiones fundica y piloérica abomasal de las razas Bb
identificada como resistente y de la raza Cb identificada como susceptible (Cuéllar et al.,

2003) infectados de manera experimental con H. contortus.



HIPOTESIS

Existen diferencias a nivel abomasal de la cantidad y tipo de células productoras de

inmunoglobulinas entre ovinos susceptible y resistente a la hemoncosis experimental ovina.

OBJETIVOS

GENERAL:



Contribuir al estudio de la respuesta inmune en la mucosa abomasal en ovinos Blackbelly y

Columbia inoculados experimentalmente con Haemonchus contortus.

PARTICULARES:
> Cuantificar el numero de células plasmaticas totales en la mucosa abomasal de
ovinos de las razas Blackbelly y Columbia inoculados experimentalmente con Haemonchus

contortus, mediante la tincion Verde Metil Pironina.

> Cuantificar el numero de células plasmaticas productoras de IgA, IgM e IgG en
mucosa abomasal en ovinos de las razas Blackbelly y Columbia inoculados
experimentalmente con larvas de Haemonchus contortus mediante la técnica de

inmunofluorescencia

> Correlacionar la presencia de células plasmaticas con el grado de susceptibilidad-

resistencia a la hemoncosis entre estas razas ovinas.



MATERIAL Y METODOS

LUGAR DE REALIZACION

Este trabajo se realizé en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud (UIMSA) de
la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlin UNAM. Km. 2.5 Carretera Cuautilan-
Teoloyucan, Cuatitlan Izcalli Edo. de México. Los corderos se mantuvieron en el area de

posgrado del centro de produccion agropecuaria de la misma Facultad.

ANIMALES

Se emplearon para este trabajo 30 corderos machos, libres de nematodos
gastroentéricos de entre 6 y 8 meses de edad, con una condicidén corporal muy similar para
ambas razas, con un peso promedio de 38 kg, 15 corderos fueron de la raza Blakbelly y 15 de
la raza Columbia. Estos corderos procedieron de explotaciones ovinas orientadas hacia la
produccion de pie de cria lo que garantizd su pureza racial. Todos los corderos se
mantuvieron en estabulacion total (cinco corderos por corral 3 X 4 metros, la mitad del corral
techado y la otra mitad sin techar) y en condiciones libres de nematodos. Todos los corderos
fueron alimentados con una mezcla 50% de alimento comercial para ovinos (14% de
proteina) y 50% de alfalfa achicalada molida, en porciones calculadas al 4% de su peso

corporal por dia. El agua se ofreci6 ad libitum.

Parasitos

Se utilizaron larvas de una cepa monoespecifica de H. contortus, aislada a partir
de un rebafio ovino comercial de Jilotepec, Estado de México, la cual fue mantenida por
pases sucesivos en corderos criados bajo condiciones de estabulacion total y con alimentacion
basada en forraje henificado y con un alimento balanceado comercial. A partir de la materia

fecal de los corderos receptores de la cepa de H. contortus, se realizaron cultivos larvarios por



la técnica de Corticely-Lai (Alba, 2007) y se incubaron por 7 dias a 28-30 °C. Las larvas 3

(L3) obtenidas fueron colectadas, contabilizadas y almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Determinacion de la carga parasitaria

La cantidad de huevos por gramo de heces se cuantificO mediante una técnica
modificada de McMaster (Alba, 2007) y se expreso en huevos por gramo de heces (hgh). El
numero de gusanos adultos se cuantifico en el momento del sacrificio. El abomaso fue ligado
y removido, el contenido abomasal fue diluido en agua hasta completar 4 litros, se tomd una
muestra del 10% de la soluciéon y se cont6 el nimero de fases adultas (FA), el resultado se

multiplicé por 10 y se expres6 en nimero de FA por animal.

DISENO EXPERIMENTAL

Antes de ingresar a los corrales a cada corderos se les realiz6 un examen clinico y
coproparasitoscopico para constatar que estuvieran clinicamente sanos y libres de parésitos
gastroentéricos. Los corderos tuvieron un periodo de adaptacion de dos semanas en los
corrales antes de empezar el experimento.

Los quince corderos de cada raza fueron divididos en dos grupos: Diez animales
fueron inoculados con larvas de H. contortus y formaron el grupo experimental y cinco
corderos no fueron inoculados y formaron el grupo testigo. Los corderos de los grupos
experimentales fueron inoculados por sondeo esofagico con seis inoculaciones semanales de
1000 L3 de H. contortus. Los corderos de los grupos testigo solo recibieron solucion salina
fisiologica.

Semanalmente se tomaron muestras de heces y se cont6 el nimero de huevos de
H. contortus por una técnica modifica de McMaster (Esta parte del proyecto fue realizada por

Cuenca y Cuenca y presentada como tesis de licenciatura en 2005).



Enlasemana 15 todos los animales se les aplico la eutanasia (sacrificio
humanitario) utilizando una pistola de embolo oculto, se extrajo el abomaso y se cont6 el
nimero de fases adultas. Inmediatamente después del sacrificio de los animales, se tomaron 2
muestras de aproximadamente un centimetro cuadrado de la mucosa de las regiones findica
(RFA) y pilorica abomasal (RPA) de cada uno de los animales. Una muestra de cada region
fue conservada en paraformaldehido al 4%, deshidratada, embebida en parafina y procesada
para cortes histologicos tefiidos con verde metil pironina (tincidon especifica para células
plasmaticas). La otra parte de las muestras se incluyo en el criopreservador OCT (Tissue
Tek) y se conservaron en nitrégeno liquido hasta ser procesadas por inmunofluorescencia
para detectar células IgG+, IgA+ e [gM+ (probablemente productoras de anticuerpos).

Para los conteos celulares se procesaron los tejidos de los cinco corderos que
eliminaron mayor cantidad de huevos (todos fueron de la raza Cb), los cinco corderos que
eliminaron menor cantidad de huevos (todos fueron de la raza y Bb) y los corderos de los
grupos testigos. Las correlaciones estadisticas, los conteos de subpoblaciones linfocitarias y

de células plasmaticas fueron realizados a partir de estos animales.

Tincion verde metil pironina para determinacion de plasmaticas totales

Los tejidos fijados en paraformaldehido se deshidrataron con etanol en grado
ascendente 60°, 70°, 80°, 90°, 96° y finalmente con etanol absoluto. Los tejidos se
embebieron en parafina, a los bloques obtenidos se les realizaron cortes de 5 um con un
criotomo. Los cortes obtenidos fueron desparafinados, rehidratados y posteriormente fueron
sumergidos en colorante verde Metil Pironina por 5 minutos. Los cortes tefiidos se lavaron en
agua destilada y se destifieron con acetona por 30 segundos, posteriormente se deshidrataron

con alcoholes en grados ascendente y se sumergieron en xileno. Los cortes obtenidos se



montaron con resina para su conservacion. El conteo de las células plasmaticas se efectud en

base a su reaccion metacromatica y su morfologia (Estrada, 1982).

Determinacion de células productoras de IgA, IgG e IgM.

Con un criotomo se realizaron cortes de 5 um de cada una de las muestras
conservadas en nitrogeno liquido. Los cortes obtenidos fueron adheridos a portaobjetos con
poli-L-lisina (SIGMA LABS) para evitar el desprendimiento del tejido. Posteriormente,
fueron fijados en acetona durante 3 minutos y adheridos a portaobjetos (laminillas), los cuales
se conservaron en refrigeracion a 4°C. hasta su procesamiento para la técnica de
inmunofluorescencia.

Posteriormente, las laminillas se sumergieron por 24 horas en PBS a 4° C. Al término se
bloquearon con Albimina Sérica Bovina 1% (ABS) mas suero de cabra al 10% durante 90
minutos. Posteriormente, recibieron 3 lavados con PBS, cada lavado de 5 minutos.
Inmediatamente después, se incubaron a 37 °C con 40 ul de anticuerpos de conejo anti IgA (
A 130-108 A-2), Anti IgG ( A 130-101 A-5) o Anti IgM ( A130-109 A-3 ) ovinas en PBS-
ABS 2% durante 90 minutos. Posteriormente, se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron por
90 minutos a 37 °C con 30 ul de un anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo fluoresceinado
1:25 en PBS con suero de cabra al 10%. Por ultimo, transcurrido dicho tiempo se realizaron
3 lavados cada 5 minutos con PBS y se montaron en glicerol al 90% (Olwyn y Westerwood,
2002). Concluido el proceso, se conto el nimero de células marcadas con fluorescencia en la
mucosa con un microscopio de epifluorescencia (OLYMPUS Inc.) y las cuentas fueron

expresadas como nimero de células por campo.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de los conteos celulares se analizaron por una prueba de ANOVA
factorial utilizando el Sofware Statistica for Windows. Se utilizd una correlacion de Pearson

para todas las variables de cada raza.

RESULTADOS

Los resultados semanales de la eliminacion de hgh por los animales experimentales se
ilustran en la figura 3 (El conteo de hgh y de fases adultas al sacrificio fue realizado y
presentado como parte de la tesis de licenciatura de Cuenca y Cuenca en 2005). En la tercera
semana del experimento los animales de ambas razas comenzaron a eliminar huevos de
Haemonchus contortus en la materia fecal. A partir de la semana 4 y hasta el final del
experimento, los animales inoculados de la raza Cb eliminaron mayores cantidades de hgh
(p<0.05) que los animales de la Bb siendo los promedios finales de 2402 y 124.3
respectivamente. Los animales no infectados no eliminaron huevos durante el experimento. El
numero de fases adultas en el abomaso fue significativamente mas alto (p<0.05) en los
animales de la raza Cb con respecto a los Bb siendo de 2368 (+/- 780) y 57 (+/- 20.8)

respectivamente.

Conteo de células plasmaticas en abomaso

La tincidn de los cortes con verde metil pironina, empleada para la tincion de las células
plasmaticas mostrd una clara reaccion metacromatica y dié un contraste bien definido con el
resto de las células presentes en cada uno de los campos (figura 4), por lo que se pudo
cuantificar en base a la reaccion positiva y la morfologia a las células plasmaticas presentes
en la mucosa abomasal de la regién fundica y pilérica respectivamente. En la mayoria de los

cortes histologicos se aprecid un menor numero de células plasmaticas en la zona muscular



en relacion a la submucosa abomasal que presentd la mayoria de las células registradas. Los
animales infectados de ambas razas mostraron cuentas de células plasmaticas por campo
significativamente mas elevados (P<0.005) que sus respectivos grupos control en ambas
regiones del abomaso. Sin embargo no se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) entre
los grupos de corderos Bb y Cb infectados en ninguna de las regiones estudiadas (figura 5,
Cuadrol).

La inmunofluorescencia con anticuerpos de conejo especificos para IgA, IgG e IgM,
sirvio para identificar y contar células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas. El
marcaje de las CEL-Ig+ con anticuerpos especificos conjugados con flurosceina fue
principalmente en el citoplasma de las células (figura 6). La mayor parte de las CEL-Ig+ se
encontraron en la mucosa abomasal y lamina propia.

El ANOVA factorial de la RFA, mostr6 un efectos isotipo (p<0.05) y un efecto
infeccion (p<0.001) estadisticamente significativos sobre el nimero de células CEL-Ig+ por
campo. En ambas razas se observaron mayores cantidades de CEL- IgA+ por campo (p<0.05)
con respecto a las CEL-IgG+ y CEL-IgM+.

En la region fundica, los corderos Bb infectados mostraron cuentas de CEL-IgG+ (1.86 +
0.80) y CEL-IgA+ (248 + 0.45) por campo mayores (p<0.05) con respecto a su grupos
testigo (0.13 £ 0.08 y 0.60 = 0.14 respectivamente). En la misma region los corderos de la
raza Cb solo mostraron mayor numero de cuentas de CEL-IgA+ (2.86 = 047) por campo
(p<0.05) que los corderos testigo (1.27 £+ 0.87), figura 7 y figura 8. En ninguna de las dos
razas se observaron diferencias (p>0.05) entre el ntimero de células IgM+ entre corderos
infectados y no infectados (figura 9). No se observaron diferencias (p>0.05) entre los grupos
Bb y Cb infectados con ningln tipo de células inmunoglobulinas positivas.

El ANOVA factorial de la RPA mostr6 de igual forma que en la RFA los efectos

significativos por el isotipo (p<0.05) y la infeccion (p<0.05) sobre el nimero de CEL-Ig+ por



campo. Ambas razas mostraron cuentas mas altas de CEL-IgA+ en forma significativa
(p<0.05) con respecto a las CEL-IgGt+ y CEL-IgM+. Los corderos Bb y Cb infectados
mostraron cuentas de CEL-IgA+ (348 + 080 y 4.65 £ 1.72 respectivamente)
significativamente mas altos (p<0.05) que sus grupos testigo (1.10 = 0.67 y 0.91 + 0.81
respectivamente), no se presentaron diferencias significativas entre los grupos experimental y
testigo con respecto a las CEL-IgG+ y CELIgM+ figuras 7, 8 y 9). No se establecieron
diferencias entre los grupos Bb y Cb infectados con ningun tipo de células con
inmunoglobulinas.

No se observo significancia estadistica (p>0.05) en ninguno de los coeficientes de

correlacion entre las variables estudiadas (cuadros 2 y 3).
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Figura 3. Promedio + desviacion estandar de la eliminacion semanal de hgh de Haemonchus
contortus en corderos Blackbelly y Columbia inoculados experimentalmente, la grafica
muestra la tendencia a partir de la semana nimero tres y se aprecia el comportamiento de
eliminacion entre los ovinos Blackbelly y Columbia. (Grafica presentada como parte de la
tesis de Cuenca y Cuenca, 2005)



Figura 4.- Microfotografia de un corte histolégico de la mucosa abomasal de un ovino
infectado con 6000 larvas de H. contortus (objetivo 40x) tefiido con verde metil pirénina.
Las flechas indican la célula verde metil pirénina positivas que fueron consideradas
como células plasmaticas.



Numero de células plasmaticas en la mucosa de las regiones abomasales

RAZA

CELULA/SUB RFA RFA RPA RPA
POBLACION |TESTIGO [NOCULADOS | TESTIGO [NOCULADOS
Plasmaticas | 0.1620.16 1.1320.67 0.38+0.20 1.39+0.24
(VMP)
> IeG+ 0.13+0.14 1.86=1.80 0.19+0.26 0.70+0.67
=
=
=< IgA+ 0.60+0.25 2.48+1.01 1.10£1.17 5.34+1.31
[}
2
IgM+ 0.140.08 0.56 +0.21 0.060.03 0.91=0.66
Plasmaticas | 0.09+0.49 1.52+0.18 0.09+0.03 1.36+0.43
(VMP)
= IeG+ 0.63+1.01 1.36+ 0.92 0.25+0.28 1.81+1.86
=
E IgA+ 1.2741.52 2.86+ 1.06 0.91+1.41 6.04+3.99
(=}
O
IgM+ 0.70+0.9 1.35+0.66 1.07+1.37 1.0420.62

Cuadro 1.- Numero de células plasmaticas (verde metil pironina positivas), células IgG+,
IgA+ e IgM+ por campo presentes en cortes histologicos de la mucosa del las regiones
fundica (RFA) y pilorica (RPA) del abomaso de corderos de la raza Blackbelly y Columbia
inoculados con larvas de Haemonchus contortus.



Cuadro 2.- Correlacion de eliminacion de huevos por gramo de heces (hgh) y
células plasmaticas de la region fundica abomasal de corderos de alta y baja
eliminacion de hgh infectados experimentalmente con 6000 larvas de H.

contortus.
Hgh |[CEL-VMP+ |CEL-IgG+ |CEL-IgM+ | CEL-IgA+
Hgh 1.0
CEL-VMP+ | 0.39 1.0
CEL-IgG+ |-0.17 -0.02 1.0
CEL-IgM+ | 0.61 0.31 0.21 1.0
CEL-IgA+ 0.42 0.44 0.01 -0.02 1.0

Hgh, huevos por gramo de heces; CEL-VMP+, Células Verde metil pironina positivas; CEL-
IgG+, Células Plasmaticas IgG positivas; CEL-IgM+, Células Plasmaticas IgM positivas;
CEL-IgA+, Células IgA positivas.



Cuadro 3.- Correlacion de eliminacion de huevos por gramo de heces (hgh) y
células plasmaticas de la region pilorica abomasal de corderos de alta y baja
eliminacion de hgh infectados experimentalmente con 6000 larvas de H.
contortus.

Hgh |CEL-VMP+ | CEL-IgG+ | CEL-IgM+ | CEL-IgA+
Hgh 1.0
CEL-VMP+ | 0.14 1.0
CEL-IgG+ | 0.50 0.46 1.0
CEL-IgM+ | 0.05 0.40 0.53 1.0
CEL-IgA+ | 0.03 0.43 0.064 0.60 1.0

Hgh, huevos por gramo de heces; CEL-VMP+, Células Verde metil pironina positivas; CEL-
IgG+, Células Plasmaticas IgG positivas; CEL-IgM+, Células Plasmaticas IgM positivas;
CEL-IgA+, Células IgA positivas.



Figura 6.- Microfotografias de
cortes histologicos de la mucosa
abomasal de ovino (objetivo 40 x)
procesados por
inmunofluorescencia para el
marcaje de las distintas
Inmunoglobulinas positivas. a)
IgA+,b) IgG+y ¢) IgM+
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Figura 5.- Cé¢lulas plasmaticas (verde metil pironina positivas) por campo presentes en
cortes histologicos de la mucosa del las regiones fundica (RFA) y pilorica (RPA) del
abomaso de corderos de la raza Blackbelly y Columbia inoculados con 6000 larvas de
Haemonchus contortus.
Letras iguales= no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).
Letras diferentes = Hay diferencias estadisticas (p < 0.05)
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Figura 7.- Cé¢lulas IgA+ por campo presentes en cortes histologicos de la mucosa del las
regiones fundica (RFA) y pildrica (RPA) del abomaso de corderos de la raza Blackbelly y

Columbia inoculados con 6000 larvas de Haemonchus contortus.
Letras iguales= no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).
Letras diferentes = Hay diferencias estadisticas (p < 0.05)
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Figura 8.- Células IgG+ por campo presentes en cortes histologicos de la mucosa del las
regiones fundica (RFA) y pilorica (RPA) del abomaso de corderos de la raza Blackbelly y
Columbia inoculados con 6000 larvas de Haemonchus contortus.
Letras iguales= no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).
Letras diferentes = Hay diferencias estadisticas (p < 0.05)
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Figura 9.- Células [gM+ por campo presentes en cortes histologicos de la mucosa del las
regiones fundica (RFA) y pildrica (RPA) del abomaso de corderos de la raza Blackbelly y
Columbia inoculados con 6000 larvas de Haemonchus contortus.

Letras iguales= no hay diferencias estadisticas (p > 0.05).

Letras diferentes = Hay diferencias estadisticas (p < 0.05)



DISCUSION

La hemoncosis es una de las enfermedades econdmicamente mas importantes de los ovinos
de México y de otras partes del mundo. Produce retraso en el crecimiento, desnutricion, baja
conversion alimenticia, bajos indices de fertilidad y ocasionalmente muertes en animales
jovenes (Soulsby, 1988). El control de esta enfermedad usualmente se ha realizado por medio
de antihelminticos como las lactonas macrociclicas, los benzimidazoles y los Imidazoles
(Quiroz, 2000). Sin embargo, la aparicion de cepas de gusanos resistentes a estos farmacos a
obligado a recurrir a nuevas opciones de control, como el uso de hongos nematéfagos,
vacunas, rotacion de potreros y uso de razas de baja susceptibilidad a la hemoncosis. Existen
diferencias de susceptibilidad entre las razas de ovinos. Se han encontrado razas de alta y baja
susceptibilidad a la hemoncosis, sin embargo no se han determinado las razones de esta
diferencia y si estas repercuten en el comportamiento fisiologico del hospedero.

La resistencia a la hemoncosis se define como la habilidad de los animales para prevenir
el establecimiento de las fases larvarias y/o promover la eliminacion espontanea de las fases
adultas, lo cual se refleja directamente en la carga parasitaria de los animales (Bricarello y
col., 2004). En este trabajo, el conteo de huevos mostr6é diferencias en la resistencia a la
infeccion por H. contortus en las dos razas estudiadas, los corderos de la raza Bb eliminaron
menor cantidad de HGH que los animales de la raza Cb. Los datos anteriores, aunque son una
medicion indirecta de carga parasitaria han sido utilizados por varios autores como un
parametro de resistencia (Duch y col., 1996; Gauly y col.., 2002). Los resultados de este
trabajo concuerdan con los encontrados por Mufioz y col. en 2006, en donde encontraron que
los borregos de la raza Bb son menos susceptibles que los borregos Cb a la infeccién por
larvas de H. contortus.

La infeccion experimental con H. contortus induce la produccion de anticuerpos

especificos a nivel sistémico. Gill y col. (1993) determinaron la cinética de produccion de



anticuerpos a nivel sérico y de extractos de materia fecal de animales genéticamente
resistentes y los compararon con la cinética de un grupo no resistente. Ellos detectaron
niveles significativamente mayores de IgGl e IgA en el suero de los resistentes en
comparacion con los no resistentes entre los dias 10 y 31 pi. Si bien la presencia de
anticuerpos especificos a nivel sérico es un indicador de infeccion, los anticuerpos locales
probablemente son mas importantes en la proteccion. Por lo anterior, en esta investigacion se
trato de contribuir a explicar como la inmunidad local tiene que ver con la susceptibilidad y
resistencia a la hemoncosis entre las razas Blackbelly y Columbia. Para ello, se cuantifico el
nimero de células plasmaticas en el lugar donde se encuentran los parasitos dentro del
hospedero. Por tal motivo, se tomaron muestras del abomaso de las regiones fundicas (lugar
donde se implantan la mayoria de los gusanos adultos) y pildricas para ser procesadas y luego
estudiadas.

La presencia de linfocitos B activados y de células plasmaticas ha sido estudiada por diversos
autores a través de marcadores como el CD45R (Pernthaner y col.., 1996), CMH-II e
inmunoglobulinas (Balic y col., 2000), o solo por la presencia de inmunoglobulinas en el
citoplasma (Gill y col., 1993). En el presente estudio, se considero como célula plasmatica
aquella presente en cualquiera de las dos regiones de la mucosa abomasal que tuviera
metacromacia positiva a la tincion con verde metil pironina y que correspondiera a la
morfologia tipica de una célula plasmatica (Estrada, 1982). La infeccion produjo un aumento
de las células verde metil pironina positivas en la mucosa abomasal de los corderos de
ambas razas (efecto infeccion significativo p<0.001) y en ambas regiones del abomaso, no
se observaron diferencias significativas entre los corderos infectados de ambas razas. Sin
embargo, se observaron bajas correlaciones entre las células verde metil pironina con las
CEL-Ig+ medidas por inmunoflorescencia. Estos resultados hacen pensar en la baja

especificidad de este método para la deteccion de células plasmaticas, puesto que la tincion de



verde metil pironina tifie células con gran cantidad de RNA en el citoplasma y por lo tanto
con una alta sintesis de proteinas que no necesariamente son inmunoglobulinas.

Por otra parte, se realizaron marcajes con anticuerpos fluorescentes anti-IgG, anti-IgM e
anti-IgA para determinar y contar a las células positivas a cada inmunoglobulina (CEL-Ig+)
asi como su asociacion con la presencia o ausencia de H. contortus. Los resultados mostraron
la presencia principalmente de CEL-IgA+ en ambas regiones del abomaso asociada a la
infeccion (efecto isotipo y efecto infeccion significativos p<0.05), Los corderos Bb
infectados mostraron mayores cuentas de CEL-IgG+ y CEL-IgA+ en la RFA asi como de
CEL-IgA+ en la RPA con respecto a los Bb no infectados, por otra parte los corderos Cb
infectados solo presentaron diferencias significativas en las cuentas de CEL-IgA+ en la RPA
con respecto a los Cb no infectados, si embargo, no se observaron diferencias (p>0.05) en el
nimero o tipo de estas células entre los grupos infectados de las razas evaluadas.

El aumento de células IgA+ en la mucosa abomasal es la responsable de que aumenten los
niveles de IgA en suero y a nivel local como ha sido reportado por otros autores como,
Amarante y col. (2005) que reportaron un aumento en la cantidad de IgA a nivel abomasal en
corderos de tres diferentes razas (Suffolk, Ile de Fance y Santa Ines) que fueron infectados
con H. contortus. En forma similar a lo encontrado en este trabajo no se observaron
diferencias entre razas, pese a que una de ellas (Santa Ines) es de baja susceptibilidad a la
infeccion.

Los datos anteriores sugieren que la mayor presencia de CEL-Ig+, principalmente las que
producen IgA probablemente constituye un efecto en respuesta a la presencia del parésito,
pero no es un factor que esté ligado a la resistencia en los animales, puesto que no se observo
diferencia significativa (p> 0.05) entre los animales infectados de las dos razas.

Por lo tanto, la resistencia probablemente este asociada a otros factores como la respuesta

inmune celular por linfocitos T. En un estudio realizado y presentado como tesis de



licenciatura, Dominguez (2007) utilizando los mismo corderos que en este experimento,
encontrd que los corderos de la raza Bb infectados con H. contortus presentaron mayor
nimeros de linfocitos CD4+ (P<.001) que los corderos de la raza Cb infectados y que de los
corderos testigos de ambas razas. Lo anterior indica que la respuesta inmune de tipo celular es
mas importante en la proteccion. Futuros estudios utilizando otro tipo de técnicas como la de
hibridacién in situ probablemente determinen a nivel molecular el tipo de respuesta que es

responsable de la resistencia a la hemoncosis en algunas razas de ovinos.



CONCLUSIONES

X/

> Los animales infectados de ambas razas mostraron cuentas de células plasmaticas
(verde metil pironina positivas) por campo significativamente mas elevados (P< 0.005) que
sus respectivos grupos control en ambas regiones del abomaso.

<> No se encontraron diferencias estadisticas (P>0.05) en el ntimero de células
plasmaticas por campo entre los grupos de corderos Bb y Cb inoculados con larvas de H.
contortus.

<> En ambas razas se observaron mayores cantidades de CEL- IgA+ por campo

(p<0.05) con respecto a las CEL-IgG+ y CEL-IgM+.

<> En la region findica, los corderos Bb infectados mostraron cuentas de CEL-IgG+

y CEL-IgA+ por campo mayores (p<0.05) con respecto a su grupos testigo.

X En la region fundica los corderos de la raza Cb solo mostraron mayor numero de
cuentas de CEL-IgA+ (p<0.05) que los corderos testigo.

X En ninguna de las dos razas y en ninguna de las regiones abomasales se
observaron diferencias (p>0.05) entre el numero de células IgM+ entre corderos infectados y
no infectados.

<> En la region pilorica ambas razas mostraron cuentas mas altas de CEL-IgA+ en

forma significativa (p<0.05) con respecto a las CEL-IgG+ y CEL-IgM+.



> Entre los grupos experimental y testigo con respecto a las CEL-IgG+ y CELIgM+,

no hubo diferencias significativas

> No se observo significancia estadistica en ninguno de los coeficientes de

correlacion entre las variables estudiadas.

<> No se observaron diferencias (p>0.05) entre los grupos Bb y Cb infectados con

ningun tipo de células inmunoglobulinas positivas.

<> El aumento de las células que producen IgA es un efecto en respuesta a la
presencia del parasito, pero no es un factor que esté ligado a la resistencia en los animales,
puesto que no se observo diferencia significativa (p> 0.05) entre los corderos infectados de

las dos razas.
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