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RESUMEN

Se evalu6 el efecto de la eosinofilia sobre el establecimiento de
Haemonchus contortus en corderos. Primero, se establecié un modelo para inducir
el aumento de eosindfilos sanguineos (ES) para lo cual, se administraron
diferentes sustancias, interleucina 5 (IL-5), antigenos sométicos de Toxocara canis
y un extracto de metacestodos de Taenia hydatigena (ExmTh). La administracion
de este ultimo provocd mayor aumento y por mas tiempo en el nimero de ES.

En la segunda parte se utilizaron 25 corderos Columbia, divididos en 4
grupos. Los corderos del Grupo L3 (n=6) recibieron el dia cero 5000 larvas de
tercer estadio (L3z) de H. contortus, los del Grupo ExmTh+L3 (n=6) recibieron
ExmTh los dias -10, -6 y -2 y 5000 L3 de H. contortus el dia cero, los del Grupo
ExmTh (n=8) solo recibieron ExmTh los dias -10, -6 y -2 del experimento y los
corderos del Grupo testigo (n=5) Unicamente recibieron placebo. Semanalmente
se calcularon el numero de huevos por gramo de heces (hgh) y a diferentes dias el
namero de ES.

Cuatro corderos del Grupo ExmTh fueron sacrificados el dia cero, los
restantes fueron sacrificados con los corderos de los demas grupos el dia 57 post-
inoculacién (p.i). Se colectd un linfonodo abomasal (LNA) y segmentos de
aproximadamente 1 cm? de tejido abomasal de las regiones fundica (RFA) y
pilérica (RPA). Los tejidos fueron procesados para cortes histologicos y se tifieron
con Cromotropo 2R para el conteo de eosindfilos tisulares (ET). También se
contaron y midieron las fases adultas (FA) presentes en el abomaso.

Los corderos de los grupos L3, ExmTh+L3 y ExmTh presentaron mas ES
que los corderos del Grupo testigo. Los corderos del Grupo L3 presentaron mas
hgh (p<0.05) que los corderos del Grupo ExmTh+L3. Los corderos del Grupo L3
presentaron mas FA (p<0.05) que los del Grupo ExmTh+L3. No se observaron
diferencias (p>0.05) en el tamafo y la prolificidad de las FA recuperadas de los
corderos de los grupos L3 y ExmTh+L3. Se observé un mayor (p<0.05) numero de
ET en RPA y LNA en los corderos del Grupo ExmTh sacrificados el dia cero en
comparacién con los demas grupos, en la RFA no se observaron diferencias
(p>0.05).

Se encontraron correlaciones positivas (p<0.05) entre las FA con el
porcentaje de establecimiento, entre las FA con hgh y entre las FA con los ET de
RFA y RPA. También se observaron correlaciones negativas entre los ES con las
FA, ES con el porcentaje de establecimiento y entre ES con hgh (p>0.05). Por lo
anterior, se puede concluir que la administracion de ExmTh produce eosinofilia
periférica y tisular en los corderos la cual reduce en un 81% el establecimiento de
H. contortus.



ABSTRACT

The effect of eosinophilia was evaluated on the establishment of Haemonchus
contortus in lambs. First, a model settled down to induce the increase of blood
eosinophils (BE). For which, different substances were administered, interleukin-5
(IL-5), somatic antigens of Toxocara canis and an extract of Taenia hydatigena
(ExmTh). The administration of this last one caused greater increase and by more
time in the number of BE.

For the second part, 25 Columbia lambs were used, divided in 4 groups.
The lambs of L3 group (n=6) received the day zero 5000 larvae of third stage (L3)
of H. contortus, those of the ExmTh+L3 group (n=6) received ExmTh days -10, -6
and -2 and 5000 L3 of H. contortus day zero, those of the ExmTh group (n=8)
single received ExmTh days -10, -6 and -2 of the experiment and the lambs of the
group witness (n=5) received placebo only. Weekly fecal egg counts (FEC) were
calculated and to different days the number of BE.

Four lambs of ExmTh group were euthanized day cero, the rest were
euthanized with the lambs of the other group’s day 57 pos-inoculations (p.i).
Segments of approximately 1 cm? of fundic (FRA) and pyloric (PRA) of abomasal
regions and the abomasal lymph node (ALN) were taken at the time of the
sacrifice. The samples were process for histological sections and they dyed with
Cromotropo 2R for the count of tissue eosinophils (TE) also the adult phases (AP)
present in abomasum were counted and measured.

Lambs of the groups L3, ExmTh+L3 and ExmTh presented/displayed a
greater amount of BE than those of the witness group. The lambs of the L3 group
presented a greater number (p<0.05) of FEC than those the ExmTh+L3 group, The
lambs of the L3 Group presented/displayed greater number of AP than those the
ExmTh+L3 group, (p>0.05) Differences in the size and the prolificidad of the
recovered AP between the lambs of the L3 y ExmTh+L3 groups were not
observed. (p<0.05) greater number of TE in PRA and ALN was observed in the
lambs of the ExmTh Group sacrificed day zero in comparison with the other
groups, In FRA region differences (p>0.05) were not found.

Positive correlations between the AP with the percentage of establishment
were found, between the AP with FEC and between the AP with TE in the FRA and
AP were found also. Negative correlations were observed between BE with the AP,
between BE with the percentage of establishment and between BE with FEC. By
the previous thing, is possible to be concluded that the administration of ExmTh
produces peripheral and tissue eosinophilia in the lambs which reduces 81% the
establishment of H. contortus.



1. INTRODUCCION

La verminosis gastroentérica es uno de los principales problemas sanitarios de los
pequefios rumiantes que repercute en la salud de los animales, afecta la
produccion y ocasiona pérdidas economicas en todo el mundo (Waller &
Chandrawathani., 2005). EI mayor impacto econémico se observa en los paises
tropicales (George & Quiroz, 1993) y de climas célidos (Gaxiola et al., 1996),
especialmente en los que existen abundantes lluvias durante el verano (Radostits,
et al., 2002). Esta enfermedad es producida por nematodos de varios géneros que
interaccionan en el tracto digestivo de los rumiantes y traen como consecuencia
importantes  trastornos metabodlicos  (Cuéllar, 1986). Los nematodos
gastroentéricos (NGE) mas frecuentes en los ovinos de México, son: Haemonchus
contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia sp.,
Strongyloides papillosus, Chabertia ovina, Nematodirus sp., Oesophagostomum
sp. y Trichuris ovis. (Quiroz, 2003). Debido a su patogenia y distribucién
geografica se considera que H. contortus es el nematodo méas importante en los
ovinos de México (Cuéllar, 1986).

Haemonchus también es conocido como gran gusano del estomago,
gusano del cuajar (Soulshy, 1987), gusano en poste de barbero (Lapage, 1976).
H. contortus se encuentra en el abomaso de diversos rumiantes, mide de 10 a 30
mm de longitud. El extremo cefalico es muy delgado, poseen una pequefia
capsula bucal, con un fino diente o lanceta que se origina en el lado dorsal. Tiene
papilas cervicales prominentes, en forma de espinas. La bolsa copuladora del
macho es grande, tiene dos grandes rayos laterales y uno dorsal pequefio y
asimétrico en forma de Y invertida. Las papilas son relativamente cortas, hay
papilas prebursales y posee un gubernaculo. La vulva esta en la parte posterior
del cuerpo y esta cubierta por una protuberancia, solapa o proceso lingtiforme. El
macho tiene un color rojizo uniforme, mientras que en la hembra, los ovarios
blancos enrollados en espiral alrededor del intestino rojo, le dan un aspecto
rallado. Las espiculas miden de 0.46 a 0.56 mm de longitud y cada una lleva una

pequeia lenglieta cerca del extremo (Soulsby, 1987). Los machos miden de 10 a



20 mm y las hembras de 18 a 30 mm (Lapage, 1976; Soulsby, 1987 y Quiroz,
2003). Los huevos tienen una forma ovoide son incoloros miden de 70-85 por 41-
48 um (Soulsby, 1987).

1.1 CICLO BIOLOGICO

En la Figura 1 se ilustra el ciclo biol6gico, este es directo. Los adultos de H.
contortus se localizan en el abomaso del hospedador. Las hembras pueden
producir de 5,000 a 10,000 huevos al dia, los cuales son eliminados en la materia
fecal, si las condiciones ambientales son adecuadas, se desarrolla la larva 1 (L,)
gue eclosiona en la materia fecal en 1 6 2 dias (Quiroz, 2003). Esta se alimenta de
bacterias del medio donde se encuentra. Al completar su crecimiento muda de
epidermis y se trasforma en larva 2 (L,), que también se alimenta de bacterias y
crece hasta que madura, muda su epidermis pero esta no se desecha, permanece
como una envoltura suelta alrededor de la Lz que se ve separada por ella del
ambiente, por lo tanto no puede alimentarse. La L3 se mantiene de los granulos de
material alimenticio que han sido almacenados dentro de las células que recubren
su intestino (Lapage, 1976).

La Lz es muy activa y capaz de desplazarse verticalmente sobre las
superficies hiumedas de los vegetales, presenta varios tropismos: hidrotropismo
positivo, busca las zonas humedas, fototropismo negativo, evita la luz intensa,
termotropismo positivo, la temperatura optima es de 15 a 37° C y un geotropismo
negativo, se aleja del suelo buscando la parte alta de los pastos (Quiroz, 2003).
La migracién 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, 1987).

La infeccion de los animales se da por la ingestion de las Lz con las
pasturas. Aproximadamente 30 minutos después de la ingestidn, la L3z pierde la
cuticula que conservaba de la anterior muda, esto se da por diversos estimulos del

hospedador (bicarbonato, CO, gaseoso). Estos estimulos activan a la L3 que libera



un fluido de muda que actla sobre la cuticula provocando su ruptura, con esto la
larva puede salir mediante movimientos propios (Lapage, 1976).

Las larvas ya liberadas en abomaso, penetran la mucosa por las fosas de
las glandulas gastricas (Lapage, 1976; Soulsby, 1987). H. contortus tiene afinidad
por la mucosa de la region fundica (Meana & Rojo, 1999).

En la mucosa, la L3 se alimenta de sangre, crece y muda a larva 4 (L,), ésta
también crece e ingiere sangre, sale de la mucosa y muda a larva 5 (Ls) o
preadulto. Las Ls se desarrollan directamente, ya sin mudar, hasta transformarse
en adulto, macho o hembra, después de la cépula las hembras comienzan a
producir huevos cerrando el ciclo (Meana & Rojo, 1999).

En algunas circunstancias, el desarrollo larvario se detiene dentro del
hospedador en L, durante algunos meses en condicibn de hipobiosis. La
naturaleza del estimulo que induce hipobiosis se desconoce, aunque algunos
trabajos mencionan que se debe a factores genéticos, inmunoldgicos o
ambientales, el fenomeno coincide con condiciones ambientales adversas, meses
frios o épocas secas y parece ser que la capacidad de inhibicion es una
caracteristica heredable y se considera una adaptaciéon del parasito a la
resistencia del hospedador, a factores ambientales adversos o ambos a la vez
(Quiroz, 2003).

La reanudacion del desarrollo de las larvas hipobiéticas se produce cuando
las condiciones ambientales son adecuadas para la supervivencia de las fases
libres y esta asociada probablemente con estimulos estacionales (Lapage, 1976).
Desde el punto de vista patolégico es muy importante, pues la desinhibicion
sincronica de las larvas hipobidticas puede dar lugar a cuadros agudos graves.
También es importante desde el punto de vista epidemiolégico, ya que al coincidir
en el tiempo la madurez sexual de los adultos procedentes de larvas hipobioticas,
se eliminan cantidades elevadas de huevos que contribuyen en forma significativa
a la contaminacion ambiental, en una época del afio favorable para el desarrollo
de las L3, siendo muy alto el riesgo de infeccion para los animales jévenes. En
ausencia de hipobiosis el periodo de prepatencia es de 15 a 20 dias (Soulsby,
1987 y Meana & Rojo, 1999).



Figura 1. Ciclo biolégico de Haemonchus contortus. A) Adultos en la mucosa abomasal.
B) Huevo eliminado en heces. C) Huevo larvado. L,) Larva 1 libre en suelo. L,) Larva 2.
L;) Larva 3 (fase infectante).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

En México esta parasitosis muy comun, puede verse agravada por el hecho
de que la mayoria de los rumiantes se encuentran en pastizales comunales, donde
pastorean juntos bovinos, ovinos y caprinos, en terrenos sobrepastoreados
altamente contaminados (Cuéllar, 1992).

Las larvas preinfectantes son susceptibles a la desecacion, mientras que

las infectantes soportan mas. Las Lz migran mejor en clima humedo y calido.



Algunas larvas pueden encontrarse a 90 cm de las heces de origen en 24 horas,
pero mas del 90% se encuentran a 10 cm y este numero disminuye
logaritmicamente a medida que aumenta la distancia (Blood et al., 1986).

La humedad es el factor climatico mas importante que determina el
desarrollo y supervivencia de larvas infectantes de nematodos gastroentéricos de
los rumiantes, por lo tanto la época de lluvias representa una situacion de alto
riesgo para la adquisicion de la parasitosis. Otro aspecto importante entre los
factores ambientales es la hora del dia en que pastorean los animales. Esto hace
que en ocasiones se ingieran cantidades masivas de larvas que desarrollaran
cuadros clinicos de nematodiasis gastroentérica (Cuéllar, 1992).

La presencia de nematodos gastroentéricos ocurre tanto en animales
jévenes como en adultos, sin embargo, la presentacion clinica de la enfermedad
casi es exclusiva de corderos. Ademas, existen otros factores propios del
hospedador que condicionan la severidad de la parasitosis, entre los que estan: la
especie, raza, estado nutricional y estado fisiolégico (Cuéllar, 1992).

Es una opinidon generalizada que los animales nativos o genéricamente
llamados “criollos”, resisten mas las infecciones parasitarias en relacion a los
animales de razas puras 0 exéticas, esta situacion se explica por una seleccion
natural en los animales nativos, con una progenie con las mismas caracteristicas.
Ademas debe considerarse que los ovinos de razas puras son por lo regular
criados y mantenidos bajo condiciones estabuladas en las que dificilmente tienen
contacto con los parasitos y al entrar en contacto con ellos muestran una gran
susceptibilidad (Cuéllar, 1992).

El estado nutricional del animal juega un papel fundamental en la
susceptibilidad a la nematodiasis gastrointestinal. Los animales subnutridos por lo
regular presentan cargas parasitarias mayores en relacion a aquellos que
mantienen Optimas condiciones nutricionales, esto podria explicarse por los
mecanismos inmunoldgicos que permiten o no la infeccion parasitaria, cuya base
estd en la cantidad y calidad de alimento consumido, especialmente en lo

referente a proteinas (Cuéllar, 1992).



El estado fisiol6gico, puede favorecer una mayor poblacion de nematodos
adultos en el abomaso. Ocurre un “alza posparto” o “alza lactacional”’, que se
refiere a un aumento en la eliminacion de huevos de nematodos gastroentéricos
en ovejas después del parto, cuando se encuentran lactando. El pico maximo en la
eliminacion de huevos, ocurre entre las cuatro y ocho semanas después del parto.
Se considera que el desarrollo masivo de neméatodos adultos se favorece por la
prolactina, la cual esta presente hacia el final de la gestacién y durante la lactacion
(Cuéllar, 1992). En realidad existen dos aumentos, que en general coinciden en el
tiempo, uno el lactacional en las hembras en cualquier tiempo y el de primavera,
que se presenta en hembras virgenes y en los machos es de menor intensidad
(Quiroz, 2003).

La expulsion de parasitos adultos ocurre por su vejez 0 por respuesta
inmune. En el caso de H. contortus se ha observado que los animales que han
tenido infecciones previas expulsan parasitos adultos tres dias después de una
nueva infeccion. Se considera que se desarrolla una hipersensibilidad tipo | contra
el liquido de muda de la L3 y la L4, cuando la infeccién es intensa aun las nuevas

larvas son expulsadas (Quiroz, 2003).

1.3 PATOGENIA

La patogenia esta relacionada con la actividad expoliadora hematéfaga de
las L4 asi como la de los adultos (Dunn, 1983). 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. La pérdida diaria es de alrededor de 0.05 ml de sangre completa
por gusano (Soulsby, 1987).

Las larvas ejercen accion mecanica y traumatica cuando penetran a las
glandulas gastricas en la pared del abomaso (Quiroz, 2003) y la lesion causada a
la mucosa por fijacién de los adultos produce abomasitis catarral (Lapage, 1976;

Blood et al, 1986). Las larvas que penetran en la mucosa producen lesiones,



consecutivas a la penetracion y crecimiento de las larvas en el interior de las
glandulas gastricas, lo que origina hiperplasia, dilatacién y una marcada protusion
sobre la superficie de la mucosa. Durante este periodo las larvas ejercen también
una accion antigénica, debida a la muda y a los productos de secrecién y
excrecion, que en algunos casos necrosa el tejido circunvecino y en otros provoca
una respuesta inmune local y humoral (Quiroz, 2003).

Los adultos generan también una accion toxica por medio de sustancias
anticoagulantes que infiltran en los tejidos alrededor de la pequefia Ulcera que
ocasionan para succionar sangre; al cambiar de sitio de alimentacién, la Ulcera
contindia sangrando, lo que favorece la pérdida de sangre (Quiroz, 2003).

La parasitosis en abomaso da lugar a la disminucién de la secrecion de HCI
que facilita el aumento del pH gastrico, que repercute negativamente en la
digestion proteica ya que el pepsind6geno no se convierte en pepsina, ademas se
pierde el efecto bacteriostatico del pH bajo. También aumenta la sintesis de
gastrina, que va aunado a un aumento de la contractilidad del abomaso y del

peristaltismo intestinal (Meana & Rojo, 1999).

1.4 SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos pueden agruparse en tres cuadros: Hiperagudo, agudo y
cronico.

Hemoncosis hiperaguda: Es poco comun, pero puede darse en animales
susceptibles expuestos a una repentina infeccion masiva. El enorme numero de
pardsitos provoca el rapido desarrollo de anemia, heces de color oscuro y muerte
subita, debida a la pérdida de sangre. Ocurre gastritis hemorragica intensa. Se
puede producir la muerte en el periodo prepatente de tales infecciones (Dunn,
1983; Soulsby, 1987).

Hemoncosis aguda: Se observa principalmente en animales jévenes
susceptibles con infecciones intensas (Soulsby, 1987). 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 es arrancada a mordidas por otros animales afectados. En muchos casos el
animal muere como consecuencia de los severos trastornos digestivos y
metabdlicos que provocan los parasitos. Los animales recuperados suelen quedar
subdesarrollados (Dunn, 1983; Blood et al., 1986).

Hemoncosis crénica o subclinica: Se presenta en la mayoria de los casos
con ausencia de signos observables. Esta presentacion es importante ya que pasa
inadvertida por el productor o el responsable de la sanidad del rebafio, trae como
consecuencia grandes pérdidas econdmicas a largo plazo, dada la ineficiencia

econdmica y bioldgica de los animales afectados (Cuellar, 1986).

1.5 LESIONES

En los animales muertos como consecuencia de la hemoncosis, ademas
de las lesiones inespecificas debidas a trastornos generales, como emaciacion,
deshidratacion, anemia y diarrea. Existen otras lesiones mas especificas limitadas
al tracto digestivo relacionadas con H. contortus (Meana & Rojo, 1999).

A la necropsia la canal se observa palida, edematosa y con un pobre estado
de carnes, asi como ausencia de grasa y presencia de liquidos en cavidad
peritoneal, toracica y en pericardio (Dunn, 1983; Cuellar, 1986).

En el abomaso se observa la presencia de adultos de H. contortus, la pared
estd hiperémica, pueden observarse coagulos y pequefias ulceraciones en los
puntos donde se fijaron los gusanos adultos. El contenido del abomaso suele tener

un color pardusco por la presencia de sangre (Dunn, 1983; Blood et al., 1986).



1.6 CONTROL Y PREVENCION

Debido a la cantidad de factores que intervienen es imposible indicar una
receta especial para una situacion dada. Sin embargo, se debera buscar siempre
el costo beneficio Optimo, para lo cual es necesario ademas de las
consideraciones epidemiolégicas, inmunoldgicas, zootécnicas, llevar registro de
ganancia de peso, produccion de lana, leche, crias y relacionarlos con el programa
o calendario de desparasitacion ensayado (Quiroz, 2003).

Desparasitacion selectiva. Se ha empleado recientemente el Sistema
FAMACHA® (de Fafa Malan Chart) para tratar de disminuir la presentacion de
cepas de nematodos resistentes a los antihelminticos, este se basa en la
identificacion individual de animales que manifiestan signos de anemia en la
mucosa ocular, para aplicar un producto antihelmintico. De esta forma solo se
desparasita la poblacion del rebafio mas afectada. Para realizar esto se compara
la coloracion de la mucosa ocular de los corderos con los colores presentes en los
cinco niveles de la tarjeta de FAMACHA®. Se considera que un cordero con la
mucosa ocular de color rosa intenso (nivel 1) no es afectado de forma importante
por los parasitos, de tal forma que no se desparasita y solo los animales que
tienen la mucosa ocular palida (niveles 4 y 5) se desparasitan (Wyk & Bath,
2002).

El uso de sistemas de rotacion de potreros puede ser utilizado en el control
de nematodos (Cuéllar, 1986), por ejemplo los animales que entren a pastos
nuevos deben tener la menor carga de parasitos posible. La separacion por
edades permite utilizar los potreros con mayor carga de larvas por kg de pasto
para los animales adultos, por el grado de inmunidad que tienen y a los animales
jovenes introducirlos o permitir el acceso a pastos nuevos con menor carga de
larvas (Quiroz, 2003).

La henificacién o el ensilaje de la pradera permiten cortar el ciclo por medio

de la muerte de las larvas. Esta condicion ocurre durante la estacién de sequia en



zonas tropicales en donde los rayos solares materialmente esterilizan desde el
punto de vista parasitologico a la pradera (Quiroz, 2003).

La buena nutricibn aumenta la resistencia de los ovinos contra las
infecciones por H. contortus. La suplementacién con proteina ha demostrado los
mejores efectos, hasta ahora se han utilizado suplementos convencionales como
la soya, &rboles forrajeros y bloques de melaza-urea (Torres, 2000).

Se ha sefialado, por otra parte, que depredadores tales como hongos y
escarabajos, contribuyen en la dispersion fecal y eliminan gran cantidad de larvas
(Quiroz, 2003). La funcién de los hongos nematéfagos como Arthrobotrys
oligospora y Duddingtonia flagrans en el control de las larvas infectantes, consiste
en tratar de establecer en las praderas, una poblacién de estos hongos capaz de
reducir el grado contaminacion por L3 de H. contortus en el pasto (Faedo et al.,
1998; Torres, 2000).

Una vacuna comercial contra NGE esta lejos todavia de ser realidad. La
Gnica vacuna comercial es contra nematodos pulmonares (Torres, 2000).

Se han efectuado investigaciones respecto a la eficacia de la vacunacion
contra H. contortus con larvas irradiadas mediante rayos X, pero este método no
ha tenido utilizacién practica (Blood et al., 1986, Seaton et al., 1989).

Se han realizado trabajos para evaluar vacunas elaboradas con antigenos
intestinales de H. contortus, con la cual se ha observado una reduccion en la
eliminacion de huevos, lo que permite disminuir la contaminacion de las praderas
(Kabagambe et al., 2000; Radostits et al., 2002).

1.7 RESISTENCIA GENETICA

El término “resistencia a nematodos” ha sido definido como la habilidad de
un hospedador para iniciar y mantener una respuesta que evite o reduzca el
establecimiento de los parasitos o elimine la carga parasitaria. Los animales

resistentes no son completamente refractarios a la enfermedad, solo albergan



menos parasitos que los animales susceptibles y por lo tanto eliminan menos
huevos en heces (Albers et al., 1987).

Existen diferentes formas de evaluar la resistencia genética a nematodos
gastroentéricos, la mas comun es medir la reduccion en la eliminacién de huevos
en las heces, con todas las limitaciones que eso implica (Stear & Murray, 1994),
pues la cantidad de huevos eliminados no necesariamente esté relacionada con la
carga parasitaria en el animal. No obstante lo anterior, esta prueba se ha
empleado para la seleccion de animales en Australia (Woolaston, 1993; Eady et
al., 1996) y Nueva Zelanda (Pernthaner et al., 1995). La mas confiable, es conocer
la cantidad de parasitos (larvas y adultos) presentes en el tracto gastrointestinal de
los animales evaluados (Gray et al., 1992; Hooda et al., 1999; Balic et al., 2000).

La resistencia a los nematodos adultos se puede manifestar de tres formas:
La primera es la eliminacién de la poblacion de nematodos adultos, la segunda
son cambios en la morfologia de los nematodos adultos y la tercera se observa
como una disminucion en la fecundidad de las hembras parasitas (Balic et al.,
2000).

Se ha demostrado que algunas razas de ovinos son mas resistentes que
otras a los nematodos gastroentéricos. Algunas de las razas en que se ha
demostrado esta resistencia son: Blackbelly (Yaswinski et al., 1980; Mufioz et al.,
2007), Romanov (Luffau et al., 1990), Merino (Gill et al.,, 1993), Saint Croix,
Katahdin (Parker et al., 1993), Florida (Torres et al., 1994), Romney (Hohenhaus &
Outteridge, 1995), Red maasai (Mugambi et al., 1996), Nali (Singh et al., 1997),
Polaca de lana larga (Bouix et al., 1998), Nativa de Louisiana (Miller et al., 1998),
Castellana, Florida y sus cruzas (Gémez et al., 1999).

Por otro lado, se han realizado evaluaciones dentro de raza encontrando
que existe una gran variabilidad genética individual, lo que ha obligado a la
seleccion de aquellos animales con una reducida eliminacion de huevos en heces
(Hooda et al.,, 1999). Dicha variabilidad probablemente esta basada en la
capacidad individual de responder inmunolégicamente contra los parasitos
(Pernthaner et al., 1995, 1996) y es una caracteristica altamente heredable (Sréter
et al., 1994).



Los mecanismos de resistencia dependen de respuestas inmunitarias
adquiridas tras el contacto con los parésitos y de la capacidad fisiol6gica innata de
los animales para adaptarse a la infeccién. La inmunidad frente a los nematodos
gastrointestinales es dependiente directamente de la respuesta celular de
linfocitos T, incluye importantes alteraciones inflamatorias en la mucosa, y también
se ve facilitada por la presencia de anticuerpos especificos frente a los parasitos
(Meana & Rojo, 1999).

1.8 RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA Haemonchus

No son claros los mecanismos inmunoldgicos a través de los cuales los
animales tienen o adquieren resistencia a esta parasitosis, a pesar de haberse
realizado bastantes estudios, aun existen dudas al respecto, no obstante, se ha
observado que la respuesta es diferente dependiendo de la edad, raza, estado
nutricional asi como del estadio de desarrollo parasitario y las exposiciones
previas (Muioz, 2007). Incluso, animales de la misma raza pueden comportarse
de forma distinta dependiendo la zona donde sean explotadas. De tal forma, que si
una raza identificada como resistente es introducida a una zona de baja prevalecia
y en este lugar se explota por varias generaciones, cuando estas nuevas
generaciones se comparan con individuos de la misma raza, producidos en una
zona endémica, se observaran probablemente diferencias entre ambos grupos. La
migracion de las poblaciones a diferentes areas de contacto con los parasitos,
puede dar como resultado diferentes niveles de inmunidad adquirida (Mugambi et
al., 1997).

Una caracteristica de la respuesta inmune es la especificidad inmunoldgica.
El tipo de respuesta estd condicionada por las variaciones antigénicas que
presentan los nematodos. Debido a que H. contortus tiene varios estadios durante
su desarrollo en el hospedador, es dificil que este sea capaz de montar una
respuesta eficiente, pues se ha demostrado que cada fase larvaria que se

encuentra dentro del hospedador tiene antigenos de superficie diferentes. Una Lz



de H. contortus que penetra la mucosa abomasal pasa de uno a dos dias en este
estadio, antes de seguir con su desarrollo a L4, en caso de que esta larva no entre
en hipobiosis continua su desarrollo a Ls en dos o tres dias, cabe mencionar que
también existen moléculas que se desprenden del parasito (secrecion vy
excrecion). Esto indica que el sistema inmune es estimulado por distintas
moléculas antigénicas en poco tiempo, que ademas son distintas a los antigenos

gue se encuentran en la superficie de las fases adultas (Meeusen et al., 2005).

1.9 RESPUESTA INMUNE INESPECIFICA

La inmunidad innata de un individuo no requiere de contacto previo con el
agente infectante, esta funciona de manera no especifica, incluye aspectos
genéticos, raciales, hormonales, celulares y humorales asi como factores
relacionados con la edad y las barreras de proteccidbn mecanica (Rojas, 2001).

Se han observado algunos factores relacionados con una respuesta mas
eficiente contra los nematodos, entre las cuales podemos mencionar, cambios en
las propiedades fisicoquimicas del moco en el estdbmago, incremento en la
produccion del mismo, el aumento de la motilidad, asi como una hiperplasia de
mastocitos intraepiteliales, denominados leucocitos globulosos (globule leucocyte
GL). En trabajos con cuyes infectados con T. colubiformis se observé un aumento
significativo en los GL, asi como en la cantidad de sulfomucinas contenidas en
estas células (Manijili et al. 1998). Por otro lado, los ovinos infectados con H.
contortus mostraron una reduccion significativa de mucina neutra en la superficie
abomasal y un incremento en la cantidad de mucina acida (Claerebout, 2000).

En muchos estudios se ha comprobado que los parasitos tienen la capacidad
de activar el complemento por la via alterna, esta es la primera sefial de activacion
de la respuesta inmune inespecifica en las infecciones con H. contortus. Por
medio de las fracciones C3a y C5a del complemento, arriban los eosinofilos a la
zona de infeccion en forma independiente a los mecanismos especificos de

respuesta, esta activacion del complemento puede mediar la citotoxicidad de los



eosindfilos a las larvas, en etapas tempranas de la infeccidén, en ausencia de
anticuerpos especificos. Por esta razén se denomina a este proceso eosinofilia
tisular timo-independiente, la cual se considera como parte de la respuesta innata
(Mufioz, 2007).

También se conoce el fendmeno de autocura, el cual ocurre cuando la
poblacion de nematodos adultos ya establecidos, son expulsados
espontaneamente cuando se da una nueva invasion masiva, después de un
periodo corto de exposicion. Este fendmeno se observa cominmente después de
una fuerte lluvia que activa un gran nidmero de larvas que se encuentran en las
heces. Esta invasion larvaria resulta en un aumento del pH abomasal y una
reaccion de hipersensibilidad mediado por la IgE que finaliza con la expulsién de la

poblacién parasitaria presente (Miller & Horohov, 2006).

1.10 RESPUESTA ESPECIFICA HUMORAL

Los mecanismos por los cuales las inmunoglobulinas 1gG e IgA contribuyen
en la inmunidad contra los nematodos gastrointestinales no son totalmente claros.
Pero se sugiere que los anticuerpos pueden tener un efecto directo sobre los
pardsitos. Son varios los estudios donde se relacionan las inmunoglobulinas de
tipo IgA e IgG con la resistencia a Haemonchus contortus. En general se ha
observado un incremento en los anticuerpos séricos contra antigenos larvarios y
de adultos después de una infeccién primaria y secundaria, sin embargo, se ha
cuestionado la relacion directa entre los niveles de anticuerpos séricos y el estado
inmune del ovino. Aunque se ha demostrado en varios estudios, que las IgA
juegan un papel importante en la respuesta local en ovinos inmunes, esto es
cuestionable debido a que Haemonchus contortus se localiza en la mucosa
abomasal, por tal motivo la repuesta por anticuerpos a nivel periférico es
probablemente un pobre reflejo de lo que sucede a nivel local (Gasbarre, 1997).
Para estudiar la respuesta inmune a nivel local, del abomaso in vivo, Smith, 1988

(citado por Schallig, 2000) realizé canulaciones del conducto linfatico gastrico,



para monitorear la respuesta contra Teladorsagia circumcincta y observo una
correlacién negativa entre la respuesta de tipo IgA y la longitud de los gusanos,
sugiriendo que las IgA pueden interferir en la habilidad del parasito para
alimentarse.

Gill, et al (1992) Utilizaron la misma técnica y realizaron biopsias para
monitorear la cinética de la respuesta inmune local contra Haemonchus contortus
y encontraron que el numero de células conteniendo IgA-, IgG;., IgG2. 0 IgM- fue
menor antes de la infeccion. Después de la infeccidon se observo un incremento en
el numero de células contenedoras de inmunoglobulinas, con un pico los dias 21y
28 post-infeccion. Las células conteniendo IgA fueron las mas frecuentemente
observadas, seguidas de las IgG3, lo cual sugiere que las IgA juegan un papel de
mayor importancia que el de las IgG en la respuesta inmune contra Haemonchus.

Resultados similares se observaron cuando se determind mediante
inmunofluorescencia el nimero de células IgM, IgG e IgA positivas en las regiones
fundica y pilérica de la mucosa abomasal en ovinos de dos razas distintas,
infectadas experimentalmente con 6000 L3 de H. contortus de forma gradual. Los
resultados de este trabajo mostraron un aumento en el numero de células IgM,
IgG e IgA positivas en los animales infectados en comparacion con los animales
testigos. No obstante se observé una relacion negativa entre los niveles de
anticuerpos y la eliminacion de huevos en heces, lo mismo sucedié con el nUmero
de fases adultas recuperadas y la cantidad de inmunoglobulinas séricas (Mufioz,
2007).

Varios trabajos con T. colubriformis y O. circumcincta enfocados a la relacion
existente entre los niveles de IgA con el tamafio de los adultos, demuestran una
fuerte asociacion entre el incremento de la respuesta de IgA con la reduccion en el
tamafo de estos, particularmente las IgA especificas contra las L, (Stear, 1999).
Se midié in vitro la produccién de IgG e IgE en cultivos de células esplénicas y de
linfonodo abomasal de ovinos sacrificados 28 dias p.i, las células fueron
estimuladas con antigenos parasitarios, se observé en los resultados que las
células de los animales resistentes produjeron significativamente mas IgG e IgE

que las células de los animales susceptibles (Gill, 2000).



Los incrementos en los niveles de IgE total y especificas, se consideran
generalmente como un factor importante en la respuesta del hospedador en la
infeccion por helmintos. La mayoria de estos trabajos se han realizado en
humanos y roedores, en rumiantes el papel de esta inmunoglobulina se ha
estudiado poco, aunque en la actualidad ya se encuentran anticuerpos contra IgE
ovina disponibles (Shaw et al., 1996).

En 1997 Kooyman et al, desarrollaron un ELISA para monitorear los niveles
de IgE sérica total y antigeno especifica, en una infeccion experimental controlada
con H. contortus, la cual resulté en un incremento en los niveles de IgE sérica
totales de las dos a las cuatro semanas p.i, también se encontré una relacion
negativa entre el numero de adultos recuperados con los niveles séricos de IgE

total.

1.11 RESPUESTA ESPECIFICA CELULAR

En 1986, Mosmann et al, iniciaron un concepto revolucionario en
Inmunologia al dividir las células T cooperadoras (Th) en dos poblaciones segun
los perfiles de citocinas implicadas. A tal grado que el papel de las células Thly
Th2 ha llegado a constituir un dogma, con afirmaciones categoricas que
actualmente aparecen en los libros de inmunologia, en las cuales se dice que las
respuestas de tipo Thl acaban con parasitos intracelulares y las respuestas Th2
eliminan los extracelulares (Caballero, 1998). En rumiantes aun no se ha
establecido la polarizacion de una respuesta de tipo Thl o Th2, como en roedores
y humanos (Gill, 2000). En la mayoria de los trabajos realizados al respecto se
han obtenido resultados que sugieren una clara respuesta de tipo Th2. Incluso en
investigaciones realizadas sobre produccion de vacunas, se observé que se puede
obtener una respuesta de tipo Thl, o bien una respuesta de tipo Th2 dependiendo
del tipo de adyuvante utilizado (QuilA u hidroxido de aluminio respectivamente)
obteniendo mejores resultados con la respuesta tipo Th2 (Newton y Munn 1999),



tal vez, el tipo de repuesta que montan los animales de razas resistentes, sea
primordialmente de tipo Th2.

Se aplico un anticuerpo contra células CD4+ (Mouse anti-ovine mAb 44.38) a
ovinos resistentes y presentaron una mayor cantidad de huevos en heces 28 dias
p.i con 20,000 L3 de H. contortus, en comparacién con animales de la misma raza
que fueron tratados con un anticuerpo contra células CD8+ ((Mouse anti-ovine
mAb 38.65) y un grupo que no recibié ningun tratamiento. El grupo tratado con el
anti-CD4 se comportd6 como el grupo de una raza susceptible. Resultados
semejantes se obtuvieron cuando se evalué la carga parasitaria al sacrificio de los
animales, pues los animales tratados con anti-CD4 y los de la raza susceptible
presentaron una mayor carga parasitaria, que el grupo tratado con anti-CD8 y los
de raza resistente no tratados. La reduccion de la expresion de linfocitos CD4+,
también repercutié en el niumero de eosindfilos, mastocitos y leucocitos globulares,
a nivel de la mucosa abomasal (Gill, 1993). Estos resultados sugieren que los
linfocitos CD4+ juegan un papel preponderante en la respuesta inmunolégica
contra H. contortus, aunque el mecanismo por el cual esto sucede no es claro. Por
otro lado los animales de una raza resistente y una susceptible, presentaron un
mayor numero de linfocitos CD4+ que CD8+ en las regiones fundica y pil6rica
abomasal, después de ser infectados con H. contortus, en comparacién con los
animales testigo (Mufioz, 2007). Lo cual confirma la polarizacion hacia una
respuesta mediada por linfocitos CD4+ principalmente.

El incremento en el nimero de mastocitos y eosinéfilos se ha relacionado
desde hace tiempo con la infecciones por helmintos en los mamiferos, incluidos
los ovinos, esta respuesta se caracteriza por una eosinofilia sistémica y local. En
trabajos in vitro, se observo que los eosindfilos purificados tenian la capacidad de
eliminar o matar las fases larvarias de los parasitos, lo cual dio pie para dirigir las
investigaciones hacia la importancia de los eosinofilos como las principales células
efectoras en las infecciones parasitarias. Se demostré la capacidad de estas
células para matar in vitro varios parasitos de interés humano y veterinario. En
muchos casos se observo que la muerte parasitaria mediada por los eosinofilos

era mas efectiva contra los estados larvarios y requeria de la cooperacion, ya sea



de anticuerpos o de las proteinas del complemento, para obtener un maximo
efecto. En ensayos in Vitro, se demostré que los eosindéfilos necesitan estar
activados para adquirir una 6ptima capacidad de matar parasitos. Ha sido mas
dificil establecer la funcion directamente efectora de los eosindfilos, en infecciones
parasitarias in vivo (Meusen & Balic, 2000).

Muchas de las primeras evidencias, que soportaron el papel de los
eosinofilos en la resistencia a los parasitos in vivo, se produjeron por la
observacion de cortes histologicos de tejidos de hospedadores infestados, en los
cuales se asociaban los parasitos muertos con la presencia de infiltraciones de
eosinofilos. No obstante, no estaba claro si esta asociacion se daba al momento
de la muerte de los parasitos 0 era consecuencia de la muerte del parasito y el
dafio a los tejidos. Sin embargo, algunos estudios en los que se examinaron con
mas detalle las células y sus productos durante el rechazo en la respuesta
inmune, demostraron intensos infiltrados de eosindfilos desgranulados alrededor
de los parasitos muertos o dafiados, en infecciones con diversos parasitos en
diferentes especies. Por otro lado, algunos autores consideran la posibilidad de
que el dafio tisular mediado por los eosindéfilos, puede ser una ventaja en la
invasion por helmintos, y que los nematodos pueden provocar activamente el
reclutamiento de eosindfilos para fomentar ese proceso. Se evalud in Vitro, la
actividad quimioatrayente para eosinofilos de extractos de nematodos parasitos de
ovinos (T. circumcincta y H. contortus) cuando se incubaron con cultivos de
médula ésea ovina, y se compararon con extractos de un nematodo de vida libre
no patdgeno (Caenorhabditis elegans). Los resultados de este trabajo mostraron
gue solo los nematodos patégenos tienen una actividad quimioatrayente para
eosinofilos (Wildblood et al, 2005).

El soporte indirecto de que los eosinofilos juegan un rol importante en la
resistencia contra los parasitos se debe en gran medida a la significante
correlacion que existe entre la variacion de la susceptibilidad genética con la
magnitud de la respuesta eosinofilica (Meusen & Balic, 2000, Woolaston et al.,
1996). Al comparar dos razas ovinas, la raza identificada como resistente,

presentd un mayor namero de eosindfilos circulantes y tisulares que la raza



susceptible (Mufioz-Guzman et al., 2006). Se observo que animales de la misma
raza, pueden montar una respuesta eosindfilica mayor, cuando se exponen a una
infeccion mixta con larvas del diptero Oestrus ovis (O.ovis) y Trichostrongylus
colubriformis (T. colubriformis). Tres grupos se desafiaron en un inicio con O.ovis,
dos de estos grupos se desparasitaron y posteriormente se inocularon los tres con
T. colubriformis. Se encontré una relacidon negativa entre la infeccion con ambos
parasitos, lo cual indica que los eosinoéfilos actian de forma inespecifica contra los

parasitos (Yacob et al., 2006).

1.12 LOS EOSINOFILOS

Se atribuye a Paul Erlich el haber descubierto los eosinéfilos en 1879, al
notificar que cierta poblacion de leucocitos cargados negativamente, tenian
afinidad por los colorantes acidos, incluida la eosina (de ahi el termino eosindofilo),
pero probablemente fue el anatomista Ingles T. Warton Jones quien los descubrio
en 1846, al observar que en la sangre de algunos animales, incluyendo el elefante,
se encontraban leucocitos con granulos, que se hacian evidentes cuando eran
expuestos en soluciones hipotonicas (Giembycz, 1999).

Los eosindfilos son producidos en la médula 6sea, donde se desarrollan a
partir de células primitivas también conocidas como “células madre”. Los
eosinofilos maduros entran a la circulacion sanguinea, donde permanecen
alrededor de 25 horas antes de migrar a los tejidos. En la circulacién, constituyen
solo del 1-3% de los leucocitos, pues son principalmente células histicas, en los
tejidos hay de 300 a 500 veces mas eosinofilos, que en la circulacion sanguinea
(Lampinen, 2000; Brito et al., 2003).

Los eosindfilos son granulocitos que miden de 10 a 12 um de diametro,
tienen un ndcleo bilobulado, la caracteristica mas relevante de su citoplasma es
gue contiene abundantes granulos, que miden 1 um o mas de diametro. El centro

de los granulos contiene un cuerpo cristalino caracteristico, visible al microscopio



electronico, los eosinoéfilos contienen pocos organelos (Ross et al., 1997; Kihnel,
2005).

Como se mencion0 anteriormente los eosinofilos se forman en la médula
Osea a partir de las “células madre”, estas se diferencian en hibridos precursores
de basofilos o eosindéfilos y después se separa el linaje de los eosindfilos. Tres
citocinas son particularmente importantes en la regulacion del desarrollo de los
eosinofilos, estas son la Interleucina 3 (IL-3), la interleucina 5 (IL-5) y el factor
estimulante de colonias granulocito-macrofagos (GM-CSF). De estas, la IL-5,
también conocida como factor de diferenciacion de eosindfilos, es la mas
especifica para estimular el linaje de los eosindfilos y es la responsable de la
diferenciacion selectiva hacia eosindfilos, la IL-5 también regula la relacion de los
eosinofilos en médula 6sea, con los de la circulacion periférica (Rothenberg,
1998).

Los eosindfilos producen mediadores, derivados de proteinas que se
almacenan en los granulos especificos y son también las principales productoras
de leucotrienos durante los procesos alérgicos, ademas contienen cantidades
importantes del factor activador de las plaguetas. Producen citocinas como TNFa
y particularmente IL-5. Para que los eosindfilos monten una respuesta inflamatoria
efectiva, deben primero ser activados, para lograr el rodamiento, adhesion,
diapédesis y finalmente su desgranulacion. Ya activados tienen la capacidad de
fagocitar particulas pequefias como bacterias, pero su principal mecanismo de
agresion esta relacionado con la toxicidad de las proteinas de sus granulos y la
produccion de radicales libres (Lampinen, 2000).

Los eosindfilos tienen receptores de superficie para IgG de baja afinidad (Fc
gamma RII, o CD32), para IgE de baja afinidad (Fcy RIl o CD23), para IgA (CD
89), para las fracciones C3a, C3b y C5a del complemento, para el factor activador
de plaguetas (PAF), el complejo mayor de histocompatibilidad tipo Il (MHC-II) y el
marcador de linfocitos CD4 (Gleich et al., 1993). La migracion de los eosindfilos a
los tejidos se da en respuesta a estimulos ambientales, a través de la quimiotaxis
con interaccién entre sus receptores de membrana y sus ligandos. Entre las

sustancias que son quimiotacticas para los eosinofilos se encuentran, la eotaxina



(que es el Unico factor quimiotactico especifico para los eosindfilos), el PAF, los
leucotrienos B4 y D4, la histamina, el factor quimiotactico de eosinodfilos de
anafilaxia (ECF-A), IL-3, IL-4, IL-5, GM-CSF vy los productos procedentes de la
activacion del complemento C3, C5, C6 y C7 (Rothemberg & Hogan, 2006).

La migracion de los eosindfilos de la circulacion hacia los tejidos, involucra su
interaccion con las células endoteliales. Esto se da por moléculas de adhesion
presentes en las células endoteliales, con los ligandos presentes en los
eosinofilos, el paso ocurre entre las células endoteliales. Inicialmente los
eosinofilos se adhieren al endotelio por medio de tres selectinas, posteriormente
se da el rodamiento sobre el endotelio, mediado principalmente por la P-selectina,
se adhieren entonces fuertemente por medio de integrinas, que incluyen la CD18,
(B2 integrinas) y el VLA-4 (Very late Antigen-4), de la familia B, integrinas. Las
moléculas B, integrinas interactian con las moléculas de adhesion intercelular
(ICAM-1) presentes en las células endoteliales, las ; integrinas interactian con
las células del endotelio por medio de las moléculas de adhesion vascular-celular-
1 (VCAM-1). La via de VLA-4- VCAM-1 es también utilizada por los eosindfilos
(Rothenberg, 1998). Una vez que los eosindfilos pasan entre de las células
endoteliales, se mueven en la zona de inflamacién por medio de seud6podos
(Stankiewicz et al, 1996) y lamelipodios (Lampinen, 2000).

Una vez en los tejidos, los eosindfilos pueden generar sus propias citocinas
IL-3, IL-5 y el GM-CSF a través de la interaccion con VLA-4 y VLA-6. Estas son
autoproducidas para inhibir la apoptosis de los eosinoéfilos, por 12 a 14 dias in vitro
(Rothenberg, 1998).

Los eosindfilos contienen tres tipos de granulos. Granulos primarios, son de
tamafio variable, redondos, localizadas en la membrana del eosindfilo, contienen
lisofosfolipasa A, la cual forma los cristales de Charcot Leyden y constituyen del 5
al 10 % de la proteina eosindfila.

Granulos especificos estan formados por un nudcleo cristaloide, se
encuentran adheridos a la membrana, contienen 4 proteinas cationicas eosinoéfilas
basicas. La proteina basica principal (MBP), posee toxicidad contra parasitos,
estimula la liberacion de histamina de los basofilos y es depositada en la superficie



de los parasitos. Proteina catidnica eosindfilica (ECP), se une a heparina y
neutraliza su actividad anticoagulante, por lo que altera la fibrinolisis, es una
helmintotoxina 10 veces mas potente que la MBP. Neurotoxina derivada de
eosinofilos (EDN), esta es muy poderosa y puede dafar severamente las
neuronas mielinizadas de animales en experimentacion.

Granulos pequeiios, estos contienen arilsulfatasa B y fosfatasa acida, su
liberacion ocurre en el proceso de desgranulacion en respuesta a estimulos
especificos, como la union de los receptores de superficie del eosinofilo con IgA
(Rothenberg & Hogan, 2006).

1.13 RAZA COLUMBIA

Esta raza es el resultado de la cruza de carneros Lincoln con ovejas
Rambouillet, desarrollada por el Departamento de Agricultura de EUA. EIl primer
trabajo fue hecho en 1912 en Larammie, Wyoming, se le considera como la
primera raza creada en Estados Unidos y la Asociacion de Criadores de Columbia
se conoce en EUA desde 1941. Aunque su distribucion se habia restringido a
EUA, en México cada vez tiene mas aceptacion. Los animales de esta raza son de
doble propésito y se caracterizan por su gran tamafio y peso. Los machos
alcanzan los 160 kg y las hembras hasta 110 kg. Presentan cara blanca,
recubierta de pelo, son acornes y carecen de arrugas en la piel y el cuello. Los
corderos a los dos meses pueden alcanzar pesos promedio de 35 kg. Su tasa
reproductiva se considera buena, con fertilidades superiores al 90% y prolificidad
moderada de 140% o mas (De Lucas, 2001).



2. JUSTIFICACION

La hemoncosis es una de las principales causas de pérdidas econdmicas en las
explotaciones ovinas de México y el resto del mundo, donde la produccién se da bajo
sistemas de pastoreo, solo asi los animales entran en contacto con el parasito y se
conjuntan los factores ambientales para la presentacion de la enfermedad. Las pérdidas
econdmicas producidas por esta enfermedad no se han calculado, pero en algunos
paises los gastos anuales por antihelminticos son muy altos, por ejemplo en Argentina
93 000 000 de dolares (1991), Brasil 100 000 000 de délares (1991), Kenia 26 000 000
de dolares (1999) y la India 103 000 000 de ddlares (Waller et al., 1996; Waller &
Chandrawathani, 2005). Ademas, hay que agregar las pérdidas por baja en todos los
pardmetros productivos, en Estados Unidos se han estimado pérdidas globales por mas
de 2 billones de délares (Gasbarre, 1997).

Durante mucho tiempo el control de esta enfermedad se realiz6 por medio de la
aplicacion de antihelminticos, pero las malas practicas en la aplicacion de estos
farmacos, han contribuido al desarrollo de cepas de Haemonchus contortus resistentes a
estos medicamentos.

Por este motivo, se buscan otras alternativas para controlar esta enfermedad, una
de estas ha sido el uso de razas resistentes a la hemoncosis y se trata de entender los
mecanismos fisioldgicos de la resistencia. Uno de los factores a los que se ha asociado
la resistencia es al aumento de eosinéfilos sanguineos y tisulares, pues son mayores en
razas resistentes (Bricarello et al., 2004; Mufioz-Guzman et al., 2006). Lo que aun no ha
quedado claro, es si este aumento es solo un efecto colateral de la infeccibn o en
realidad tiene un efecto sobre el establecimiento de los parésitos.

Por lo anterior, en este trabajo se indujo en corderos el aumento del nimero de
eosinofilos sanguineos y abomasales por la administracion de un extracto de
metacestodos de Taenia hydatigena y se correlacion6 este aumento con el

establecimiento de Haemonchus contortus en una infestacion experimental.
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3. HIPOTESIS

Existe diferencia en el numero, tamafio y porcentaje de
establecimiento de fases adultas de Haemonchus contortus entre
ovinos con valores de eosindfilos sanguineos elevados y normales, al

momento de ser infectados experimentalmente.

24



4. OBJETIVOS

4.1 GENERAL:

Evaluar el efecto del nimero de eosindfilos sanguineos sobre el establecimiento

de las larvas de Haemonchus contortus en una infeccion experimental.

4.2 PARTICULARES:

e Establecer un modelo para provocar un aumento en el numero de

eosindfilos sanguineos en corderos.

e Comparar mediante el conteo del nimero de huevos en heces el efecto del
namero de eosinodfilos sanguineos sobre la hemoncosis en corderos

infectados experimentalmente.

e Determinar mediante el conteo de fases adultas de Haemonchus contortus
en abomaso, el efecto del nimero de eosindfilos sanguineos sobre el

establecimiento de este parasito en corderos infectados experimentalmente.

e Correlacionar el efecto del numero de eosinodfilos sanguineos vy
abomasales, con los parametros parasitologicos, huevos por gramo de
heces, numero, tamafio, y prolificidad de fases adultas de Haemonchus

contortus en corderos infectados experimentalmente.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 UBICACION

El presente trabajo se desarroll6 en la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA) L-504 de la Facultad de Estudios
Superiores de Cuautittan Campo 4, UNAM vy fue financiando con fondos del
proyecto PAPIIT IN2119005.

5.2 ANIMALES

Se utilizaron 50 corderos machos menores de ocho meses, de los cuales 49
fueron de la raza Columbia que procedian de una explotacién ovina dedicada a la
produccion de animales para pie de cria, lo cual garantiz6 su homogeneidad y
pureza racial, que ademas eran contemporaneos. El cordero restante con
caracteristicas raciales indefinidas sirvi6 para mantener la cepa de H. contortus
con la cual se trabajo.

Todos los corderos se mantuvieron en condiciones de confinamiento total,
en corraletas con capacidad para seis corderos. La alimentacion consistié en
alimento balanceado comercial para ovinos con 15.5% de proteina cruda, asi
como forraje seco molido, en una proporcion de 80% alimento y 20% forraje. Se
realiz6 una adaptacion a la dieta previa al inicio del experimento (cuadro 1).

. Alimento balanceado Forraje
e (%) (%)
1-4 20 80
5-8 40 60
9-12 60 40
13-16 80 20

Cuadro 1. Método de daptacion a la dieta
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El alimento se ofrecié diariamente en cantidad del 4% del peso vivo de cada
grupo de corderos. El agua se ofrecio ad libitum con bebederos automaticos de
pivote. Antes de iniciar el trabajo los corderos se encontraban clinicamente sanos,
como medida preventiva fueron desparasitados (albendazol 10% 5mg/kg pv). Una
vez en las instalaciones los corderos tuvieron un periodo de descanso durante dos
semanas, para adaptarse a las nuevas condiciones de manejo.

El cordero donador se mantuvo en una corraleta individual elevada
totalmente aislado para evitar el contacto con otros animales. Este cordero recibid
alimento balanceado comercial y forraje seco molido en una proporcién de 50%

alimento y 50% forraje. Tanto el alimento como el agua se ofrecieron ad libitum.

5.3 MODELO PARA PROVOCAR EOSINOFILIA

Para lograr un aumento de eosinéfilos en sangre periférica (ES), se siguieron
varios probables protocolos. Durante el primer ensayo se utilizé IL-5, Human 1LO05
recombinant (Chemicon internacional), 500 pmol/kg via intravenosa y se siguio el

protocolo esquematizado en la Figura 2.

ADMINISTRACION INTRAVENOSA DE
IL-5 (500 pmol/kg) A UN CORDERO

\ 4

TOMA DE MUESTRAS SANGUINEAS
CADA 15 MINUTOS POR CUATRO
HORAS

CONTEO DE EOSINOFILOS

Figura 2. Diagrama del primer ensayo para provocar el aumento de eosindéfilos sanguineos

El resultado de este primer ensayo se muestran en la seccion de

resultados, pero el aumento de los ES a la dosis usada fue insuficiente para los
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siguientes experimentos. Se realizé un segundo ensayo usando antigeno somatico
de Toxocara canis (T. canis) y una dosis mayor de IL-5, este ensayo se realizo

bajo el protocolo esquematizado en la Figura 3.

3 CORDEROS
l . COR;ERO 1 CORDERO
) ADMINISTRACION
1 CORDERO ADMINISTRACION INTRAPERITONEAL DE
TESTIGO INTRAVENOSA DE 1000 mg de Ag
5000 pmol/Kg de IL-5 SOMATICO DE T. canis.

v

MUESTRAS SANGUINEAS CADA
HORA EL PRIMER DiA Y DESPUES
UNA VEZ AL DIA POR CUATRO DIAS

CONTEO DE EOSINOFILOS

Figura 3. Diagrama de flujo del segundo ensayo para provocar aumento de eosinéfilos sanguineos

Los resultados de este segundo ensayo se presentan en la seccion de
resultados, no se obtuvo un aumento de ES suficiente y mantenido para ser
utilizado en los experimentos posteriores de inoculacién. Por lo cual se realizé un
tercer ensayo utilizando un extracto de metacestodos de Taenia hydatigena

(ExmTh). Este ensayo se realiz6 bajo el protocolo esquematizado en la Figura 4.
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DOS CORDEROS
|

UN CORDERO TESTIGO UN CORDERO

DOS ADMINISTRACIONES DE (400mg)
ExmTh EL DIA CERO Y OCHO

MUESTRAS SANGUINEAS
DIARIAMENTE DURANTE 15 DIAS

CONTEO DE EOSINOFILOS

Figura 4. Diagrama de flujo del tercer ensayo para provocar el aumento de eosindfilos sanguineos

Los resultados de este tercer ensayo se presentan en la seccion de
resultados. Se observé un aumento de los ES después de la segunda inoculacion
de ExmTh. Se realiz6 un cuarto ensayo con el protocolo esquematizado en la

Figura 5.

12 CORDEROS

y v

4 CORDEROS 4 CORDEROS' 4 CORDEROS
TESTIGOS 500 mg DE Ag SOMATICO 500 mg DE
DE T. canis ExmTh

L

ADMINISTRACION DIAS 0,5Y 12

\ 4

MUESTRAS SANGUINEAS DIARIAMENTE

CONTEO DE EOSINOFILOS

Figura 5. Diagrama de flujo del cuarto ensayo para provocar el aumento de eosindéfilos sanguineos
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Los resultados de este cuarto ensayo se presentan en la seccion de
resultados. Se observé un mayor aumento de los ES en los corderos inoculados
con ExmTh, que el mostrado por los corderos que recibieron los antigenos
somaticos de T. canis. Se realizd un quinto ensayo bajo el protocolo mostrado en
la Figura 6.

6 CORDEROS
3 CORDEROS 3 CORDEROS
TESTIGO INOCULACION ExmTh
ADMINISTRACION
MUESTRAS LOS DIAS -10, -6 Y -2
SANGUINEAS
DIARIAMENTE
-10. 600 mg IM + 600 mg IP
-6. 600 mg IP
CONTEO DE -2. 600mg IP
EOSINOFILOS
ANALISIS DE
RESULTADOS

Figura 6. Diagrama de flujo del quinto ensayo para provocar el aumento de eosinéfilos sanguineos

Los resultados obtenidos en este quinto ensayo se presentan en la seccion
de resultados. Se observé un aumento significativo en el nimero de ES en los
corderos inoculados, por lo que se decidié repetir este protocolo para inducir el

aumento de los ES en los corderos de la segunda parte del trabajo.
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5.4 EXTRACTO DE METACESTODOS DE Taenia hydatigena

Se colectaron metacestodos de Taenia hydatigena a partir de ovinos
sacrificados en el rastro de Tlalnepantla, Edo. de México. Las larvas colectadas se
trasladaron en refrigeracion a la UIMSA-FESC, donde se mantuvieron en
congelacion a -20°C. Para obtener los extractos, se descongelaron los
metacestodos y se rompieron las membranas y se colecto el liquido contenido, se
agreglé un inhibidor de proteasas (aprotinina 10ug/ml, leupeptina 10 pg/ml,
iodoacetamida 1.8 mg/ml y PMSF 1mM SIGMA Labs) y se filtr6. Se adicion6
(NH,4).SO4 (Sulfato de Amonio) y se centrifugé por 1 hora a 20,000 g a 4° C,
posteriormente se elimino el sobrenadante y se agreg6é PBS. Esta muestra se filtro
una vez mas mediante un millipore de 0.22 um, se homogeneizé y alicuotoé la
muestra, finalmente se determiné la cantidad de proteina contenida en la muestra
por el método de Bradford (Bradford, 1976).

5.5 EVALUACION DEL EFECTO DEL AUMENTO DE LOS ES

Se utilizaron 25 corderos Columbia, como se muestra en la Figura 7. Estos
fueron divididos en 4. Los corderos de grupo L3 (n=6) solo recibieron 5000 L3 de
H. contortus mediante sondeo buco-esofagico el dia O del experimento. Los
corderos del grupo ExmTh+L3 (n=6) recibieron 600 mg intraperitonealmente (i.p) y
600 mg intramuscularmente (i.m) de ExmTh el dia -10, 600 mg i.p de ExmTh el dia
-6, 600 mg i.p de ExmTh el dia -2 y 5000 L3 de H. contortus el dia. Los animales
del grupo ExmTh recibieron 600 mg i.p y 600 mg i.m de ExmTh el dia -10, 600 mg
i.p de ExmTh el dia -6 y 600 mg i.p de ExmTh el dia -2 del experimento, este
grupo no recibio larvas. Los corderos del grupo Testigo (n=5) solo recibieron agua.

En los corderos de todos los grupos se calculd diariamente el nimero de
ES a partir del dia 14 antes de la inoculacién de las L3 de H. contortus hasta el dia
14 ademas, de los dias 16, 18, 20, 25, 32, 39, 46 y 53 después de la inoculacién

(p.). En los corderos de los grupos L3 y ExmTh+L3, se tomaron muestras de
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materia fecal los dias 14 y 7 antes de la inoculacion para calcular numero de
huevos por gramo de heces (hgh), posteriormente los dias 0, 7, 14, 16, 18, 20, 25,
28, 32, 36, 40, 43 47, 50, 54 y 57 p.i.

Cuatro corderos del grupo ExmTh fueron sacrificados el dia cero para
contar el numero de eosindfilos tisulares (ET) en la pared del abomaso en el
momento de la inoculacion y el resto se sacrificaron el dia 57 p.i. En los corderos
sacrificados se midi6 el nimero de gusanos adultos en abomaso y el tamairio,
tambien se tomaron muestras histologicas para medir el nimero de eosinofilos por

cm? (Mufioz-Guzman et al, 2006) en la mucosa abomasal.
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|| 25 CORDEROS COLUMBIA ||

7 v v L 2
Grupo Testigo Grupo L3 Grupo ExmTh+L3 Grupo ExmTh
(n=5) (n=6) (n=6) (n=8)
| |
Recibi Induccién del Induccién
ecibieron
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Figura 7. Diagrama de flujo del disefio experimental utilizado para evaluar el efecto del
aumento de eosinofilos abomasales y sanguineos sobre el establecimiento de adultos de

Haemonchus contortus
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5.6 CONTEO DE EOSINOFILOS SANGUINEOS

Para contar los ES se utilizé sangre fresca obtenida mediante puncion en la
vena yugular en tubos vaccutainer con EDTA como anticoagulante (Rocha et al.,
2004) y se realiz6 una dilucidén 1:10 con solucion de Carpentier (eosina Y al 1% y
40% de formaldehido).

Se utilizé una pipeta de Thoma para leucocitos. Se agregd sangre hasta la
marca con el numero 1, después se agregd la solucion de Carpentier hasta la
marca con el nimero 11, se agitd por tres minutos y se dej6 reposar 15 minutos,
posteriormente se homogeneizé lentamente, se eliminaron las tres primeras gotas
de la dilucion y se llend la camara del hemocitometro (Neubauer) nuevamente se
dej6 en reposo por tres minutos y finalmente se realiz6 el conteo en la camara de
Neubauer con objetivo de 40x los resultados se expresaron como eosinéfilos por
mm? (Hohenhaus et al., 1998; Mufioz, 2007).

5.7 INOCULACION DE L; DE H. contortus

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

Para la obtencion de las L; fue inoculado un cordero libre de nematodos
gastroentéricos mediante sondeo buco esofagico con 3,000 L3 de H. contortus.
Una vez que este cordero donador elimind cantidades elevadas de huevos (4,000
hgh) se le colocd un calzén colector para recuperar la mayor cantidad posible de
heces, con la que se realizaron cultivos larvarios mediante una técnica modificada
de Corticelli Lai. Esta técnica consiste en colocar una muestra positiva a H.
contortus (del ovino donador) dentro de una caja Petri de 10 cm, la cual fue

colocada a su vez dentro de otra caja Petri mas grande (15 cm) que contenia un
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poco de agua, esta caja se cerrd y se coloco dentro de una estufa de incubacién a
28°C durante siete dias, cabe mencionar gue estas cajas fueron revisadas
diariamente para verificar que no se deshidrataran. Después de estos siete dias se
revis6 con un microscopio estereoscopico el agua contenida en la caja Petri
grande para verificar la presencia de larvas. Se recuperé el agua de las cajas para
obtener una sola muestra con larvas, esta se homogeneizé lentamente y se
recuper0 una gota de esta muestra, se revisé al microscopio para contar el
namero de L3 contenidas en una gota, este procedimiento se realiz6 por triplicado
para sacar el promedio de larvas por gota. Una vez conocido este dato se conto el
namero de gotas por ml y se multiplicé por el nimero de larvas por gota para
saber cuantas larvas habia en 1 ml de muestra (Cuenca & Cuenca., 2005). De
esta forma se calculé la cantidad de muestra necesaria para elaborar inéculos
individuales con 5000 Lj,

Los corderos de los grupos L3 y ExmTh+L3 fueron inoculados con 5,000 L3
de H. contortus (Hernandez, 2005, Terefe et al., 2005). Esta inoculacion se realizd
mediante sondeo bucoesofagico para asegurar que las larvas eran depositadas
directamente en el rumen. Las larvas empleadas no tenian mas de una semana de

haber sido cultivadas (Cuenca & Cuenca., 2005).

5.8 CONTEO DE HUEVOS

Se realizO muestreo semanal de materia fecal desde el dia -21 del
experimento hasta el dia 57 p.i con Lz de H. contortus. La materia fecal se colecto
directamente del recto de los corderos utilizando bolsas de polietiieno y se
trabajaron con la técnica de Mc Master modificada (Alba, 2007) para monitorear y
cuantificar la eliminacién de huevos en las heces. Los resultados se expresaron

como numero de huevos por gramo de heces (hgh).
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5.9 SACRIFICIO

Todos los corderos se sacrificaron para obtener el abomaso. Dicho
sacrificio se realiz6 el dia 57 p.i, el abomaso de cada cordero se ligb de ambos
extremos y se separ6 (Coyne et al.,, 1991; Coyne & Smith, 1992), éstos se
identificaron en el lugar de sacrificio y se llevaron rapidamente al Laboratorio de

Parasitologia de la FES Cuautitlan donde se les realizaron los conteos posteriores.

5.10 RECOLECCION Y CONTEO DE NEMATODOS ADULTOS

En el Laboratorio de Parasitologia se recuperé todo el contenido abomasal
en recipientes por separado de cada cordero sacrificado, se cortd
longitudinalmente toda la pared del abomaso para exponer la mucosa y recuperar
de ahi todos los nematodos adultos que se encontraban fijos a la mucosa, esto se
realiz6 mediante arrastre con un chorro de agua (Coyne & Smith, 1992; Cuenca &
Cuenca 2005). De esta forma se obtuvieron todos los parasitos contenidos en el
abomaso.

Una vez que se recupero el contenido abomasal con todos los parasitos por
separado. Se homogeneizé y pasé hacia una probeta, la cuél se afor6 a dos litros,
el total de liquido obtenido se homogeneiz6 nuevamente y de este se tomd sélo el
10% para contar todos de los nematodos adultos presentes (Coadwell & Ward,
1981; Cuenca & Cuenca 2005). El conteo se realiz6 revisando poco a poco el 10%
del contenido abomasal, agregandole un poco de agua para aclarar la muestra y
hacer mas visibles los parasitos. Con una aguja de diseccion se fueron separando
y colectando los nematodos, en un recipiente se colocaron las hembras y en otro
recipiente los machos, una vez revisada en su totalidad la muestra, se contaron
todos los parasitos (machos y hembras), se multiplicé por 10 para obtener el

numero total de adultos en el abomaso.
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5.11 MEDICION DE FASES ADULTAS

Una vez que se contaron todos los nematodos de la muestra, se midieron
para determinar su tamafo. Se tomaron 50 ejemplares, 25 machos y 25 hembras,
se midieron cada uno con un vernier sobre un fondo negro (Coadwell & Ward,
1981; Stear & Murray, 1994). De esa manera se obtuvo el tamafio promedio de las
hembras y de los machos adultos de H. contortus. El procedimiento se realiz6 lo
mas pronto posible después del sacrificio, para poder manipular mejor los

parasitos frescos y evitar posibles alteraciones en su tamafio.

5.12 DETERMINACION DE LA PROLIFICIDAD

Para determinar la prolificidad de las hembras de H. contortus se coloco
una bolsa colectora para recuperar el total de materia fecal producida en las 24
horas previas al sacrificio, ésta se pes6 y se realizO un examen
coproparasitoscopico mediante la técnica de Mc Master modificada para obtener el
namero de huevos eliminado por gramo de heces (Coyne et al., 1991; Coyne &
Smith, 1992; Cuenca & Cuenca, 2005). Para determinar el nUmero de huevos
producidos por hembra al dia se tomé el nimero de huevos por gramo, se
multiplicé por el peso de la muestra de un dia y el resultado de esta operacion se

dividié entre el nUmero total de hembras de H. contortus.

5.13 CONTEO DE EOSINOFILOS TISULARES

Al momento del sacrificio se tomaron muestras de un cm? de tejido
abomasal de las regiones fundica (RFA) y pilérica (RPA) asi como del linfonodo
regional abomasal (LRA). Estas muestras de tejido se fijaron inmediatamente en
paraformaldehido al 4%, posteriormente fueron deshidratadas y embebidas en
parafina para realizar cortes histologicos. Dichos cortes se realizaron a un grosor

de 5 um y se tifieron con crométropo 2R al 1% por 30 minutos (Woolley et al.,
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1994; Mufioz, 2007). Los eosindfilos tisulares se contabilizaron mediante un
analizador semiautomatico y un software de andlisis de imagenes (Image Pro
Plus). Para las RPA Y RFA, se contaron 25 campos con un lente objetivo de 40X y
lente ocular de 10X, desde la tanica muscular hasta la superficie de la mucosa.
Para el conteo de eosindfilos en el LRA se contaron 15 campos pasando por el
centro del 6rgano (Mufioz, 2007). Para el conteo de eosindfilos se registré el
ndmero de eosindfilos y el area de tejido analizado en um? y se expresaron como

células totales por cm? de tejido (Bricarello, 2004).

5.14 ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos de hgh y ES se analizaron mediante un modelo general lineal
(general lineal model) para muestras repetidas con el programa Statistica for
Windows®. Los datos de eosindfilos abomasales se analizaron por medio de una
prueba de ANOVA factorial, con el mismo software. Los datos del nimero de FA,
el tamario y prolificidad de las hembras se analizaron por medio de la prueba T de
student. Se realiz6 una correlaciébn de Pearson para las variables estudiadas
(Mufioz, 2007).
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6. RESULTADOS

6.1 MODELO PARA PROVOCAR EOSINOFILIA EN CORDEROS

En la Figura 8 se presentan los resultados de la administracion de IL-5 via
intravenosa (i.v) sobre la cantidad de ES en un cordero. Se puede observar que la
administracion de 50 pmol/kg de IL-5 produjo un pico en los ES 30 minutos post-
administracion (p.a), el cual disminuia paulatinamente hasta desaparecer 3 horas
p.a.

En la Figura 9 se presentan los resultados de la administracion de 5000
pmol/kg de IL-5 i.v en un cordero y de 1000 mg de antigeno somatico de Toxocara
canis i.p en otro cordero sobre la cantidad de ES. Se puede observar que la
aplicacion de 5000 pmol/kg de IL-5 produjo Unicamente un pico de ES que
disminuyo a las 2 horas. La aplicacion de Ag de T. canis indujo un aumento en el
namero de ES similar al mostrado por la IL-5 a las 32 horas p.a.

En la Figura 10 se presentan los resultados de la administracion i.p los dias
0 y 8 de 400 mg de ExmTh en un cordero sobre la cantidad de ES. En esta se
observa un aumento en el nimero de ES después de la segunda administracion
de ExmTh. Dicho aumento se extendié hasta el dia 13 p.a.

En la Figura 11 se presentan los resultados de la administracién de 500 mg
i.p de ExmTh a 4 corderos y de Ag somatico de T. canis a otros 4 corderos los
dias 0, 5y 12 sobre la cantidad de ES. En esta figura se observa un aumento en el
namero de ES en los corderos que recibieron el antigeno somatico de T. canis,
pero los corderos que recibieron el ExmTh mostraron valores mas elevados
después de la segunda inoculacion.

En la Figura 12 se presenta el nimero de ES en tres corderos a los que se
administré ExmTh el dia 0, 600 mg i.p y 600 mg i.m y los dias 4 y 8 600 mg i.p. El
promedio del nimero de ES por mm?® de sangre fue mayor (p < 0.05).en los
corderos que recibieron el ExmTh (524.89 = 230) que en los testigo (130.62 +
31.8). Entre los dias 3y 17 p.a la diferencia fue estadisticamente significativa (p <
0.05).
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Figura 8. Numero de eosinofilos sanguineos de ovino al cual se le administraron
50 picomoles/kilogramo de interleucina 5 por via intravenosa a la hora cero 1 .
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Figura 9. Promedio (+ EE) del numero de eosindfilos sanguineos de ovinos a los
gue se les administraron 5000 picomoles/kilogramo de interleucina 5 por via
intravenosa y 600 miligramos de antigenos somaticos de Toxocara canis por via
intraperitoneal a la hora ceroT.
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Figura 10. Numero de eosindfilos sanguineos de un ovino al cual se le
administraron 600 miligramos de extracto de metacestodo de Taenia hydatigena
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Figura 11. Promedio (x EE) del nUmero de eosindfilos sanguineos de ovinos a los
que se les administraron 600 miligramos de extracto de metacestodo de Taenia
hydatigena por via intraperitoneal y 600 miligramos de antigenos somaticos de
Toxocara canis por via intraperitoneal los dias 0, 5y 12 4 .
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6.2 EOSINOFILOS SANGUINEOS

El promedio de ES de los corderos de los cuatro grupos se presenta en el
Cuadro 2 y en la Figura 13. El promedio total de ES en el Grupo Testigo fue 101 +
20 eosindfilos por mm?®, en el grupo L3 186 +49, en el ExmTh+L3 477.1 +118 y
en ExmTh 512 *+143.Los corderos del Grupo ExmTh+L3 presentaron un mayor
namero (p< 0.05) de ES que el Grupo Testigo los dias - 8,-7,-6,-3,-2,1,5, 8,
del 18 al 39 y el 53. Entre los corderos del Grupo L3 y ExmTh+L3 se observaron
diferencias (p< 0.05) los dias - 9,-8,-7,-6,-4,-3,-2,-1,1y 2. Entre estos
grupos hubo un segundo periodo en el que se observaron diferencias (p< 0.05),
del dia 25 al 39. Entre los grupos ExmTh+L3 y ExmTh solo se observaron
diferencias (p< 0.05) en los dias - 5, 3, 20 y 32. Los corderos del Grupo ExmTh
presentaron un mayor numero (p< 0.05) de ES que el Grupo Testigo los dias - 8
al 6. Entre los corderos de los grupos L3 y ExmTh se observaron diferencias (p<
0.05) a partir del dia -8 hasta el dia 4 y los dias 32 y 53. Los corderos del Grupo
L3 presentaron un mayor nimero (p< 0.05) de ES que el Grupo Testigo los dias
23,24y 26.

6.3 ELIMINACION DE HUEVOS

Los promedios de hgh se muestran en el Cuadro 3 y en la Figura 14. Los
corderos del Grupo L3 tuvieron un promedio total de 6666.02 + 1582.0 y los
corderos del Grupo ExmTh+L3 3031.53 #+ 560.8 hgh. En la Figura 18, se observa
gue los corderos inoculados comenzaron a eliminar huevos entre los dias 16 y 18
p.i. El dia 20 p.i, en ambos grupos todos los corderos estaban eliminando huevos
en heces. Los corderos del Grupo L3 eliminaron mas hgh que los del Grupo
ExmTh+L3 a partir del dia 25 p.i, pero la diferencia fue significativa (p < 0.05) solo
del dia 43 al 57 p.i. Los animales del Grupo Testigo y los del Grupo ExmTh no

eliminaron huevos en heces durante el desarrollo del trabajo.
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GRUPO

DIA T L3 ExmTh ExmTh+L3
-14 90 + 16.9 100 + 18.2 135 + 12.7 137 + 26.0
-13 105 + 16.5 116 + 12.3 140 + 10.0 112 +26.0
-11 105 + 14.5 120 + 28.4 120 + 14.5 106 + 15.7
-10 85 +18.7 108 + 25.5 135 +23.1 118 + 38.7
-9 70 +16.5 83+12.3 180 + 31.0 137 +29.7
-8 100 + 29.5 116 +22.0 680 + 108.8 706 + 178.0
-7 95 +24.4 104 + 15.0 600 + 123.4 1037 + 344.6
-6 110 +20.3 120 +21.8 805 + 226.7 1000 + 417.8
-5 110 +18.7 95+ 11.9 605 + 123.0 1337 + 556.1
-4 95 + 30.0 95+ 11.9 1085 +293.1 | 1681 +777.3
-3 80+ 14.6 91 + 20.0 1185 + 300.5 | 1037 + 333.7
-2 85 +23.1 100 + 21.4 1075 + 225.9 | 1543 + 657.2
-1 110 +31.2 104 + 23.6 855 + 108.2 1543 + 646.3
0 150 + 20.9 91 +13.9 810 +133.3 1537 + 638.4
1 145 +24.2 91+12.3 880 + 158.0 1300 + 520.3
2 85+ 31.2 104 + 18.7 790 + 200.0 1418 + 547.4
3 100 + 27.3 183 +55.4 560 + 148.8 1350 + 536.5
4 90 +23.1 133 +41.6 500 + 147.0 775 + 347.3
5 105 + 12.2 270 + 104.7 505 + 151.3 575 + 151.0
6 80 +14.5 275 +58.4 380 + 153.9 600 + 219.1
7 75+ 7.9 220 + 95.6 290 + 95.7 331+87.4
8 05 +24.2 179 + 53.7 320+91.9 162 +42.7
9 85 + 18.7 225 +80.3 225 +47.4 175 +51.0
10 05+ 14.5 283 + 107.9 260 + 85.3 137 +16.1
11 100 + 13.6 283 + 109.2 275 +100.3 131 + 25.7
12 115 + 10.0 270 + 73.4 295 + 115.2 175+ 17.6
13 130 + 28.9 554 + 142.5 455 +222.0 268 +57.1
14 145 + 21.5 500 + 121.7 395 + 153.3 250 + 64.5
16 150 + 17.6 450 + 102.2 375+97.1 278 +90.7
18 115 + 18.7 362 +99.1 400 +119.3 187 +80.6
20 80 + 20.0 316 +122.0 495 + 129.7 150 + 36.8
25 105 + 31.0 158 + 22.9 440 + 155.6 268 + 109.1
32 115 + 21.7 95.8 + 26.9 365 + 53.9 225 + 56.8
39 95+ 18.3 100 + 11.1 175 +28.5 112 +29.7
46 95+9.3 112 + 33.3 165 + 18.7 118 +44.9
53 70 +14.5 87 +14.0 220+ 50.8 175 + 10.2

Cuadro 2. Promedio (+ EE) del numero de eosindfilos sanguineos, en corderos a
los cuales se les administré un extracto de metacestodo de Taenia hydatigena
(grupos ExmTh y ExmTh+L3) e inoculados con 5000 L3z de Haemonchua contortus
(grupos L3 y ExmTh+L3).
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Figura 13. Media (% EE) de eosinofilos sanguineos en corderos a los cuales se les administrd un extracto de
metacestodos de Taenia hydatigena como lo indican las flechas negrast, antes de ser inoculados con 5000 L3 de
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o

DIAS

GRUPO | 20 25 28 32 36 40 43 47 50 54 57

1558.3 5208.3 7833.3 67417 82916 6750.0 8383.3 11300.0 8450.0 9791.7 12616.6
L3 +317 +£1715 #1398 #1778 2342  +1808  +1912 +2699 +2205  +2238 +3177

ExmTh 1920.0 3580.0 4610.0 3820.0 5340.0 3230.0 2780.0 3970.0 2370.0 3990.0 3800.0
+L3 +1019 +539 1724 +430 +960 +265 +451 +795 +640 +781 +835

Cuadro 3. Promedio (£ EE) de la eliminacibn de huevos por gramo de heces, en corderos con valores de
eosinofilos sanguineos normales (Grupo L3) y elevados (Grupo ExmTh) al momento de ser inoculados con 5000 L3
de Haemonchus contortus.
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la inoculacion con 5000 L3 de Haemonchus contortus.



6.4 NUMERO DE FASES ADULTAS DE H. contortus

En el Cuadro 4 se presenta el total de FA de H. contortus en los corderos
de los grupos L3 y ExmTh+L3. Los corderos del Grupo L3 (1063) presentaron mas
(P < 0.05) FA que los corderos del Grupo ExmTh+L3 (194). En ambos grupos se
presentaron mas (P < 0.05) hembras que machos. No se observaron diferencias
(P > 0.05) entre la relacibn macho y hembra entre ambos grupos. El porcentaje de
establecimiento fue mayor (P < 0.05) en los corderos del Grupo L3 (21.3%) que en
los corderos del Grupo ExmTh+L3 (3.9%).

6.5 LONGITUD DE FASES ADULTAS

El promedio del tamafio de las FA de H. contortus se muestra en el
Cuadro 5, no se observaron diferencias (P > 0.05) entre el tamafio de machos y

hembras de las FA recuperadas de los corderos de ambos grupos.

6.6 PROLIFICIDAD DE HEMBRAS

El nimero de huevos por hembra al dia (h/h/d) se ilustra en la Figura 15, se
calculoé un promedio de 21639.8 (* 5963) y 38799.1 (% 10325) h/h/d para los
corderos de los grupos L3 y ExmTh+L3 respectivamente, no existiendo diferencia
significativa (p > 0.05) entre ambos grupos.

6.7 EOSINOFILOS TISULARES

En el Cuadro 6y la Figura 16 se presenta el nimero de ET por cm? en las
RFA, RPA y LNA de todos los corderos usados en este experimento. En la RFA no
se observaron diferencias estadisticas (p > 0.05) entre los corderos de todos los
grupos. Los corderos del Grupo ExmTh sacrificados el dia O presentaron mayor
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namero (p < 0.05) de ET que los corderos de los grupos Testigo y ExmTh+L3. Los
corderos del Grupo ExmTh sacrificados el dia 0 presentaron mayor numero (p <

0.05) de eosinofilos en LNA que todos los corderos de los demas grupos.

6.8 CORRELACIONES ENTRE GRUPOS

Las correlaciones entre el Grupo de L3 y el Grupo ExmTh+L3 se presentan
en el Cuadro 7. Las correlaciones positivas con diferencias estadisticas (p<0.05)
fueron entre FA y % de establecimiento, FA y hgh, FAy ET en RFA, FAy ET en
RPA, % de establecimiento y hgh, % de establecimiento y ET en RFA, % de
establecimiento y ET en RPA, ET en RFA 'y ET en RPA, ET en RPA y eosindfilos
de LNA.
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0S

Total de

Hembras Machos Establecimiento
adultos
Grupo Promedio Promedio % Promedio % %
L3
1063 2 775.0 72,88 288.3 27.11 21.32
ExmTh+L3  194° 152 78.35 42 21.64 3.9°

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos (p < 0.05)

Cuadro 4. Promedio del nimero de fases adultas recuperadas, porcentaje de hembras y machos asi como el
porcentaje de establecimiento de Haemonchus contortus, en corderos con valores de eosindfilos sanguineos
normales (grupo L3) y elevados (grupo ExmTh+L3) al momento de la inoculacion con 5000 L3 del parasito.
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Grupo Longitud de hembras Longitud de machos

(mm) (mm)
L3 26,83 +0.65 17,69 +0.36
ExmTh+L3 27 +0.83 17,84 +0.34

No hubo diferencia significativa entre grupos (p < 0.05)

Cuadro 5. Promedio (x EE) de la longitud de las fases adultas de Haemonchus contortus recuperadas, de corderos
con valores de eosindfilos sanguineos normales (grupo L3) y elevados (grupo ExmTh) al momento de la inoculacion
con 5000 L3 del parasito.
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No hubo diferencia significativa entre grupos (p < 0.05)

Figra 15. Promedio (= EE) de la prolificidad, interpretada como nimero de huevos por hembra al dia de las
hembras de Haemonchus contortus recuperadas de corderos con valores de eosindfilos sanguineos normales
(grupo L3) y elevados (grupo ExmTh+L3) al momento de la inoculacion con 5000 L3 del parésito.
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GRUPO

REGION | Testigo L3 ExmTh+L3 ExmTh dia0 ExmTh dia 57

REA 15.56 112.36 42.47 53.95 37.20
+25 +39.7 +15.8 +15.3 +14.6
RPA 173.51 253.7 147.41 388.16 225.75
+39.2 +28.2 +34.8 +8.9 +47.7
LNA 45.04 25.69 80.41 473.92 72.62
+7.3 +6.3 +24.9 +244.0 +42.9

Cuadro 6. Promedio (= EE) del nimero de eosindfilos tisulares por cm? en las regiones fandica, pilérica y del
linfonodo abomasales en corderos a los cuales se les administré un extracto de metacestodo de Taenia hydatigena
(grupos ExmTh+L3, ExmTh dia 0 y ExmTh dia 57) y en corderos inoculados con 5000 L3; de Haemonchus contortus
(grupos L3 y ExmTh+L3). Los corderos del Grupo Testigo solo recibieron placebo.
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Figura 16. Media (= EE) del nimero de eosinéfilos por cm ? en las regiones fandica, pilérica y del linfonodo

abomasal en corderos a los cuales se les administré6 un extracto de metacestodo de Taenia hydatigena (grupos
ExmTh+L3, ExmTh dia 0 y ExmTh dia 57) y en corderos inoculados con 5000 L3 de Haemonchus contortus (grupos
L3 y ExXmTh+L3).
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FA % EST hgh PROM ES ETRFA ETRPA ETLNA
FA 1
% EST *1 1
hgh PROM *0,6858 *0,6858 1
ES -0,5544 -0,5544 -0,5502 1
ET RFA *0,8987 *0,8987 0,5020 -0,4098 1
ET RPA *0,6942 *0,6942 0,4978 -0,5428 *0,6617 1
ET LNA -0,4442 -0,4442 -0,4467 0,6346 -0,3712 *-0,7943 1

* indican diferencia significativa entre grupos (p < 0.05)

Cuadro 7. Correlacién de parametros parasitolégicos y eosinéfilos en corderos infectados experimentalmente con
5000 Lz de Haemonchus contortus. Fases adultas en abomaso; FA, porcentaje de establecimiento; % EST, huevos
por gramo de heces; hgh PROM, eosindfilos sanguineos; ES, eosinofilos tisulares en region fundica abomasal; ET
RFA, en region pilérica abomasal; ET RPA; y en linfonodo abomasal ET LNA.



7. DISCUSION

La eosinofilia es uno de los signos mas frecuentemente encontrados en las
helmintiasis en general, esta se ha asociado con la resistencia a los nematodos
gastrointestinales de ovinos (Doligalska et al., 1999), a Trichostrongylus
columbiformis (Dawkins et al., 1989, Yacob et al., 2006), a Teladorsagia
circumcincta (Stear et al.,, 2002) y en particular a la infeccion por Haemonchus
contortus (Buddle et al., 1992., Terefe et al., 2005., Mufioz-Guzman et al., 2006).
Todos estos autores coinciden, en que la eosinofilia es una respuesta a las
infestaciones por helmintos en los ovinos con mayor grado de resistencia, aunque
los animales susceptibles, también presentan un aumento en el namero de
eosinofilos pero es menor. Se discute si este aumento de eosindfilos es solo un
efecto colateral de la infeccion o en realidad tiene un efecto sobre el
establecimiento de los parésitos. Este cuestionamiento induce la hipétesis de si un
aumento en el numero de eosindfilos sanguineos al momento de la inoculacion
con L3 de H. contortus influye en el establecimiento de las larvas.

En el presente trabajo, se utilizaron corderos de la raza Columbia, que se
ha identificado como altamente susceptible a la hemoncosis, en trabajos
anteriores realizados por el grupo de trabajo (Cuenca & Cuenca, 2005; Mufioz-
Guzman et al., 2006). Esta caracteristica era necesaria en el trabajo, ya que se
requeria que todos los corderos fueran susceptibles y que la diferencia de
susceptibilidad fuera producto del estimulo aplicado y no de resistencia natural
asociada a la raza.

En la primera parte del trabajo se estableci6 un modelo para provocar el
aumento en el nimero de los eosindfilos sanguineos en ovinos. Se ha demostrado
gue la aplicacién de IL-5 en roedores provoca el aumento de los eosindfilos
sanguineos y tisulares, también se ha demostrado que la IL-5 es una citosina que
estimula la eosinofilopoyesis (Mould et al., 1997) y que la aplicacion de
anticuerpos anti IL-5 provoca una disminucién de la eosinofilia en infecciones por

helmintos (Kusama et al, 1995) y el asma en roedores (Tomaki et al., 2000). Por lo

56



anterior, se pretendio inducir eosinofilia en corderos con la aplicacion de IL-5 por
via intravenosa de manera similar a como se habia inducido en roedores. La
administracion de la IL-5 solo provoco un pico de eosindfilos sanguineos a los
treinta minutos post-administracion y estos regresaron a valores normales a las
tres horas, resultados similares fueron observados en ratones por Mould et al.
(1997). Esta respuesta probablemente se debid a varios factores, entre ellos que
se uso IL-5 recombinante humana, que no necesariamente es homologa de la IL-5
ovina. Otro factor que probablemente influy6, es que la administracion de una sola
dosis de IL-5 provoco la salida de eosindfilos preformados desde la medula 6sea y
la respuesta no se pudo sostener por el catabolismo de la IL-5 aplicada. Este
efecto no varié, aunque se aumentd en 100 veces la cantidad de IL-5 administrada
(5000 pcm/kg), en el segundo experimento. Por la corta respuesta observada y el
costo de la IL-5 se decidi6 buscar otra forma de inducir la eosinofilia.

Se ha demostrado que la administracion de algunas proteinas por via
intraperitoneal o aérea producen eosinofilia (Tomaki et al., 2000) en roedores. Sa-
Nunes et al. (2004) provocaron eosinofilia inoculando intraperitonealmente
diferentes fracciones de la pared de Histoplasma capsulatum y Faccioli et al.
(1996) indujeron eosinofilia también en roedores mediante la inoculacion de
huevos larvados de Toxocara canis. De tal forma que con estos antecedentes, se
optod por trabajar con antigenos somaticos de Toxocara canis y un extracto de
metacestodos de Taenia hydatigena administrandolos por via intraperitoneal en
diferentes ocasiones, para poder compararlos y elegir cual se podria utilizar para
provocar eosinofilia en corderos. La aplicacion intraperitoneal del antigeno
somatico de Toxocara canis indujo un pico en la cantidad de eosindfilos a las 32
horas y regreso a valores normales a las 56 horas. La administracion en tres
ocasiones de ExmTh via i.p provoco el aumento de los eosinofilos sanguineos
desde el primer dia p.a y se mantuvo hasta el dia 17 p.a. Por lo anterior se decidio
usar tres administraciones de ExmTh para inducir eosinofilia y evaluar su efecto
sobre el establecimiento de H. contortus en el abomaso.

En muchos de los trabajos sobre hemoncosis se realizan infecciones

naturales, en las cuales no se tiene un control sobre el nimero de larvas ingeridas
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por los animales, tampoco se tiene control sobre la especie de éstas, pues en
forma natural son comunes las infecciones mixtas y aunque H. contortus es de los
nematodos gastroentéricos mas frecuentes, pueden estar presentes otros géneros
como Nematodirus sp., Trichostrongylus sp, Oesophagostomum sp., Strongyloides
papillosus (Torres Acosta et al., 2000), en este tipo de infeccién tampoco se tiene
conocimiento del momento exacto de la infeccion, lo cual implica que los
resultados observados se deban a una respuesta en diferente momento de la
infeccion por lo que es mas complicado analizar los resultados. En el caso de
infestaciones diferidas, como en el trabajo realizado por Mufioz-Guzman et al.
(2006), implica un contacto repetido del hospedador con el parasito, en forma
similar a una inmunizacion, lo cual en cierta forma provoca una induccion de la
respuesta inmune de tipo celular y humoral que conlleva a la produccion de
anticuerpos especificos contra la fase infectante, que puede enmascarar el efecto
de los eosindfilos. Ya que uno de los objetivos del trabajo, fue tratar de aislar en lo
posible el fenbmeno de la eosinofilia, del resto de la respuesta inmune, para
observar su efecto sobre la hemoncosis, se realizé una inoculacion tnica con 5000
L; de Haemonchus contortus.

Aunque el nimero de huevos presentes en la materia fecal no siempre es
indicador de la carga parasitaria, este es un parametro que se toma en cuenta en
la mayoria, si ho es que en todos los trabajos con nematodos gastroentéricos,
para relacionarlo de cierta forma con la cantidad de parasitos presentes y con la
resistencia al la hemoncosis (Buddle et al., 1992, Shaw et al., 1996, Mufioz-
Guzman et al., 2006).

Los conteos de hgh demostraron que los corderos con un menor niamero de
eosinofilos en sangre presentan estadisticamente un mayor numero de hgh
(p<<0.05), que los corderos con eosinofilia inducida con ExmTh. Esta diferencia se
presento a partir del dia 43 y hasta el sacrificio de los animales el dia 57 p.i. Estos
datos son parecidos a los obtenidos por Terefe et al. (2005), que provocaron
eosinofilia inoculando larvas 1 de Oestrus ovis en corderos y posteriormente 5000

larvas de H. contortus. En su trabajo observaron un numero menor de hgh en el

58



grupo que tenia valores de eosinofilos sanguineos elevados al momento de la
inoculacion con H. contortus.

El nimero de hgh tuvo correlacion significativa (p<<0.05) con el nimero de
fases adultas y el porcentaje de establecimiento de adultos. Lo anterior, es l6gico
puesto que un mayor numero de gusanos adultos repercute en un mayor niumero
de huevos eliminados en heces. La correlacion de hgh con eosindfilos sanguineos
aunque no fue significativa (p>0.05) si fue alta (-0.58). Mltiples trabajos han
reportado que la eliminacion de huevos de nematodos gastroentéricos de ovinos,
tiene una correlacién negativa con la cantidad de eosindfilos en sangre (Buddle et
al., 1992; Dawkins et al., 1989).

La mejor forma de evaluar el establecimiento de una infeccion por H.
contortus es contar directamente en el abomaso el numero de FA. En el presente
estudio se observd que los corderos con un numero normal de eosinéfilos
presentaron un mayor numero (P < 0.05) de FA que los corderos con eosinofilia
inducida a través la administracion de un extracto parasitario. En otro estudio se
correlacioné un mayor nimero de ES con un menor numero de FA (Yacob et al.,
2004), sin embargo, la eosinofilia se midi6 después de la inoculacion y no se
compardé con animales sin eosinofilia previa.

La administracion ExmTh en corderos produjo no solo un aumento de los
ES, sino también un mayor nidmero (p<<0.05) de ET en RPA y LNA que en los
corderos del grupo testigo. En condiciones fisiologicas normales se ha
considerado que por cada eosindfilo circulante hay de 300 a 500 en los tejidos
(Lampinen, 2000; Brito et al., 2003), por lo que no es de extrafiar que un estimulo
que provoque aumento de ES provoque un aumento mayor de ET.

En todos los animales que recibieron el ExmTh (grupos ExmTh vy
ExmTh+L3) se observo una reduccion de ES entre los dias 6 y 10 después de la
altima administracion, independientemente de si fueron infectados o no con L3 de
H. contortus. Lo anterior, probablemente es efecto de la migracion de los ES a los
tejidos (Lampinen, 2002) y a la falta de un nuevo estimulo que induzca la

produccion y salida de eosinéfilos de la médula ésea. La inoculacion de L3 indujé
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un aumento de ES entre los dias 13 y 16 p.i, pero este aumento fue menor al
inducido por la administracion del ExmTh.

Los corderos del grupo con eosinofilia inducida en el momento de la
inoculaciéon y con un menor niumero de FA, presentaron un menor nimero de
eosindfilos en la pared abomasal, que los corderos con un numero normal de
eosindfilos en el momento de la inoculacién. Lo anterior parece contradictorio,
pues se habia observado una correlacion entre ES y eosindfilos en pared
abomasal, pero estos eventos habian ocurrido antes de la necropsia puesto que
en el momento del sacrificio (dia 57 p.i) no habia eosinofilia en ninguno de los
grupos. El efecto de la eosinofilia sobre el establecimiento del parasito
probablemente se da pocas horas después de la inoculacién, que es cuando el
namero de eosinoéfilos es mayor en sangre y en pared abomasal como se observo
en el grupo de animales que recibieron el ExmTh y se sacrificaron el dia 0 p.i.
Ademas, el criterio para identificar eosinofilos en pared abomasal es la presencia
de granulos en el citoplasma, en el caso de los corderos con menos gusanos sus
eosinofilos pudieron haber desgranulado y no detectarse por esta razon.

Mosmann y Coffman (1989) demostraron en ratones, que hay dos tipos de
respuesta inmune, la Thl y la Th2, y que estas respuestas son antagonicas. Los
resultados de este trabajo sugieren que posiblemente la administracion de ExmTh
induce una respuesta Th2 en los corderos, puesto que este tipo de respuesta es la
responsable de incrementar el nUmero de eosindfilos y células cebadas en los
tejidos, en las infecciones parasitarias por helmintos (Schallig 2000). Aunque no se
ha demostrado completamente este tipo de respuesta en los ovinos, algunos
autores como Gill et al. (2000) demostraron que células de linfonodos abomasales
y mesentéricos en animales infectados con H. contortus incrementan su
produccion de IL-5 y decrementa la de interferon vy, lo que sugiere una respuesta
antagonica. Ademas se ha demostrado que la inoculacion experimental con H.
contortus produce un aumento de RNA mensajero que codifica para IL-4 e IL-13
en linfocitos abomasales, que tipicamente se han asociado a una respuesta tipo
Th2 (Lacroux et al., 2006).
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La administracion del ExmTh posiblemente induce la produccién de
anticuerpos especificos contra el extracto, los cuales podrian tener algun tipo de
cruce antigénico con H. contortus y contribuir a la menor tasa de establecimiento
del parasito. Sin embargo, es una respuesta inespecifica asociada a los
eosindfilos la probable responsable de la reduccion del establecimiento, como fue
reportado por Terefe et al (2005) quienes reportaron una disminucion en la
produccién de huevos de H. contortus asociada a eosinofilos en borregos
previamente infectados con Oestrus ovis.

Los resultados observados en este trabajo no dejan duda que la
administracion del extracto de T. hydatigena previa a la inoculacion protege
parcialmente el establecimiento de H. contortus, pero esta proteccidén
probablemente no es Unicamente atribuible al papel de los eosindfilos, puesto que
el extracto puede funcionar estimulando otras células de la respuesta inflamatoria
inespecifica como células cebadas y leucocitos globulares, o de respuesta
especifica como los linfocitos y que en conjunto contribuyan a impedir el
establecimiento de los gusanos. El analisis futuro de subpoblaciones linfocitarias,
las citosinas y los anticuerpos producidos por ellos, que estén presentes en el
abomaso de animales con administracion y sin administracion de ExmTh podran

probablemente clarificar este hecho.
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8. CONCLUSIONES

La administracion intraperitoneal de un extracto del metacestodos de
Taenia hydatigena provocé un aumento de los eosinodfilos sanguineos y
abomasales en los corderos.

La administracion de un extracto de metacestodos de Taenia hydatigena
previa a la inoculacion con Haemonchus contortus disminuy6 la eliminacion
de huevos y el establecimiento del parasito.

Existe una relacion positiva entre la eliminacion de huevos en heces con el
namero de fases adultas de Haemonchus contortus.

El aumento en el nimero de eosindfilos sanguineos no afecta el tamafio de
las fases adultas de este nematodo.

El aumento en el numero de eosindéfilos sanguineos y abomasales tiene un

efecto negativo sobre el establecimiento de las larvas de Haemonchus
contortus.
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