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RESUMEN

Se evalud € efecto de un extracto del metacestodo de Taenia hydatigena
(ExMTh) sobre el nimero de células plasméticas productoras de IgM, 1gG e IgA en €
abomaso de corderos infectados experimentalmente con Haemonchus contortus (su
resistencia a la hemoncosis). Se utilizaron corderos machos de la raza Columbia
divididos en cuatro grupos. Los corderos de los grupo 1 (n=6) y grupo 2 (n=6) se
infectaron con 5000 larvas 3 de H. contortus € dia 0. Los corderos de los grupos 3
(n=4) y 2 (n=6) recibieron parenteramente ExXMTh los dias -10 -6y -2 de
experimento. Cinco corderos se utilizaron como testigos en €l grupo 4. Se utilizé una
técnica de Mc Master para determinar semanal mente el nimero de huevos por gramo de
heces (hgh). Al dia 57, los corderos fueron sacrificados, se tomaron muestras en
congelacion de linfonodo (LNA), y de mucosa abomasa (MA) para cortes y se
evaluaron por la técnica de inmunofluorescencia, las células plasméticas productoras de
IgM+, 1gG+ e IgA+, ademéas se contaron € numero de fases adultas (FA) en el
abomaso. El andlisis de ANOVA mostré un mayor nimero (p<0.001) de células
plasméticas productoras de IgA+ que de IgG+ e IgM+ en la MA. No se encontraron
diferencias significativas en el nimero de células plasméticas de ningln isotipo entre
los grupos experimentales y e grupo testigo. Los resultados indican que la menor
eliminacién de huevos y carga parasitaria observada en el grupo 2 no esta relacionada a

la presencia de células plasmaticas de | os isotipos estudiados en el abomaso.



INTRODUCCION:

Es de suma importancia para e desarrollo econdmico de la ganaderia, €l
conocimiento de las enfermedades parasitarias, pues éstas, se encuentran entre las
causas mas importantes y frecuentes que ocasionan ineficiencia bioldgica'y econdmica

en |os sistemas pecuarios del pais (Cuellar, 2003).

Las verminosis gastroentéricas (VGE) son uno de los principales problemas
sanitarios de los pequefios rumiantes, repercute en la produccion y ocasiona pérdidas
econdmicas relevantes en todo e mundo (Vazquez, 2000). El mayor impacto
econdmico se observa en los sistemas de produccién en pastoreo, especialmente en los
paises tropicales (George, 1993) y de climas cdlidos, en los que existen abundantes
[luvias durante el verano (Radostits y col., 2002). Esta enfermedad, es producida por
nematodos de varios géneros que interaccionan en el tracto digestivo de los rumiantes y

trae como consecuencia importantes trastornos metabdlicos (Cuéllar, 1986).

En México la VGE es uno de los factores que causan mayor mortalidad en
ovinos, ademas reduce la produccion y rentabilidad de las unidades de produccion ovina
(Morteo y col., 2004). La VGE afecta la nutricion y desarrollo normal del individuo,
ademas de favorecer enfermedades secundarias y en consecuencia, cuantiosas pérdidas
a la produccion (Cuéllar 2003) La enfermedad se caracteriza por un sindrome de mala
absorcién y anemia, se presenta con mayor intensidad en animales jovenes. La
transmision se redliza por la ingestion de pasturas contaminadas con larvas del tercer
estadio del desarrollo (L3). La enfermedad tiene un curso agudo, subagudo y
generalmente cronico o subclinico, y posee una gran importancia econdémica debido a
gue disminuye la produccion, y ocasionamente |la muerte (Soulsby, 1998; Quiroz,
2003).

Los parasitos involucrados en la VGE tienen afinidad por ciertas partes del
tracto digestivo, asi hay especies que se localizan en abomaso, en € intestino delgado y

otras en ciegoy colon (cuadro 1).



Orden Familia Género y Especie Hospedadores Localizacion
Strongylida | Trichostrongylidae | Haemonchus contortus | Ovinos, caprinos Abomaso
Mecistocirrus digitalus Rumiantes Abomaso
Teladorsagia sp. Ovinos, caprinos Abomaso
Marshallagiamarshalli | Ovinos, caprinos Abomaso
Trichostrongylus axei Rumiantes, cerdos Abomaso
eguinos
Rhabdatida Strongyloidea Rumiantes, otros | Intestino Delgado
Strongyloides
papillosus
Strongylida | Trichostrongyloidea Trichostorongylus sp. Rumiantes Intestino Delgado
Nematodirus sp. Ovinos Intestino Delgado
Cooperia cuticei Ovinos, caprinos | Intestino Delgado
Strongylida | Ancylostomatoidea | Bunostomum trigoncephalum Ovinos Intestino Delgado
Gaigeria pachyscelis Ovinos, caprinos | Intestino Delgado
Strongylida | Trichosnemastidae Oesophagostomum sp. Ovinos, caprinos Colon
Chabertia ovina Rumiantes Colon
Ascaridia Oxyuridae Skrjabinema ovis Ovinos, caprinos Ciego
Enoplida Trichuridae Trichurisovis Rumiantes Ciego

Cuadro 1.-Nematodos gastroentéricos de los ovinos. (Cuéllar 2003.)

L os nematodos gastroentéricos (NGE) mas frecuentes en |os ovinos de México,

son: Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia

sp., Srongyloides papillosus, Chabertia ovina, Nematodirus sp., Oesophagostomum sp.,

y Trichurisovis.

Por su dta incidencia en todo e mundo y por los efectos que produce en €l

hospedador, Haemonchus contortus es considerado como el nematodo mas importante

de los ovinos (Quiroz, 2003).

Clasificacion taxondmica de Haemonchus contortus

Reino: Animalia

Phylum: Nemathel minthes.

Clase: Nematoda.

Orden: Strongyloidea.

Superfamilia: Trichostrongyloidea.

Familia: Trichostrongylidae.

Género: Haemonchus.

Especie: contortus.




Sinonimias

Haemonchus también es conocido como el gran gusano del estomago, gusano
del cugjar de los rumiantes (Soulsby, 1987) y gusano de palo de barberia (Lapage,
1981).

Morfologia

Los adultos de H. contortus se encuentran en el abomaso. L os machos miden de
10 a20 mmy tienen un color rojizo uniforme, mientras que en las hembras miden de 18
a 30 mm con los ovarios blancos enrollados en espiral alrededor del intestino rojo que le
dan un aspecto rallado. El extremo anterior de ambos es muy delgado, poseen una
pequeiia capsula bucal, con un fino diente o lanceta que se origina en € lado dorsal.

Tienen papilas cervicales prominentes, en forma de espinas (Alba, 2006).

La bolsa copuladora del macho esta bien desarrollada, tiene dos grandes rayos
laterales y uno dorsal pequefio asimétrico. Las papilas prebursales son relativamente
cortas y posee un gubernaculo. La vulva en la hembra se encuentra a final en €l
segundo tercio del cuerpo y esta cubierta por una protuberancia, solapa o proceso
lingliforme. Los huevos tienen una forma ovoide son incoloros miden de 70-85 por 41-
48 um (Lapage, 1981; Soulsby, 1987; Quiroz, 2003).

Figura 1.- ) extremo anterior de Haemonchus contortus, b) membrana vulvar de Haemonchus contortus,
¢) bolsa copulatriz de Haemonchus contortus ( Thekebun, 2008).
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Figura 2.- Huevo de Haemonchus contortus ( Thekebun, 2008).

Ciclo biolégico

El ciclo bioldgico es directo (fig. 3). Los adultos de H. contortus se localizan en
el abomaso del hospedador. Las hembras pueden producir de 5,000 a 10,000 huevos d
dia, los cuales son eliminados en la materia fecal, despues, s las condiciones
ambientales son adecuadas, se desarrolla la larva 1 (L1) que eclosiona en la materia
feca en 1 6 2 dias (Quiroz, 2003). Esta se alimenta de bacterias del medio donde se
encuentra. Al completar su crecimiento muda de epidermis (ecdisis) y se trasforma en
larva 2 (L2), que también se alimenta de bacterias y crece hasta que madura, muda su
epidermis, pero esta no se desecha y permanece como una envoltura alrededor de la
larva 3 (L3) que la separa del ambiente, por o tanto no puede alimentarse. La L3 se
mantiene de los granulos de material alimenticio que han sido amacenados dentro de
las células que recubren su intestino (Lapage, 1981).

La Lz es muy activay capaz de desplazarse verticalmente sobre las superficies
himedas de los vegetales (presenta: hidrotropismo positivo, fototropismo negativo,
termotropismo positivo, geotropismo negativo), buscando de esta manera la parte mas
altay himeda del pasto (Quiroz, 2003). La migracion vertical les permite subir a las
gotas de rocio que se encuentran en las puntas de |0s pastos en las mafianas o en los dias
nublados (Soulsby, 1987).



Lainfeccion de los animales se da por laingestion de las L3 con las pasturas. En
el rumen aproximadamente 30 minutos después de la ingestion, la L3 pierde la cuticula
gue conservaba de la anterior muda, esto se da por diversos estimulos del hospedador
(bicarbonato, CO,gaseoso, €etc.) que activan alalz para liberar un fluido de muda que
actla sobre la cuticula provocando su ruptura, con esto la larva puede salir mediante
movimientos propios (Lapage, 1981; Maenay Rojo 1999).

Las larvas ya liberadas en abomaso, penetran la mucosa por las fosas de las
glandulas gastricas (Lapage, 1981., Soulsby, 1987), H. contortus tiene afinidad por la
mucosa de la region fandica (Maena y Rojo, 1999). Dentro de la glandula, la L3 se
alimenta de sangre, crecey mudaalarva4 (L ,), éstatambién crece eingiere sangre, sale
de la mucosa y muda a larva 5 (Ls) o preadulto (Maena y Rojo, 1999). Las Ls se
desarrollan hasta adulto, macho o hembra (Lapage, 1981) después de la copula las
hembras comienzan a producir huevos cerrando €l ciclo (Maenay Rojo, 1999).

En algunas circunstancias, € desarrollo larvario se detiene en € estadio L4
dentro del hospedador durante algunos meses, condicién denominada hipobiosis. La
naturaleza del estimulo que induce hipobiosis se desconoce, aunque algunos trabajos
mencionan que se debe a factores genéticos, inmunol 6gicos o ambientales, el fendmeno
coincide con condiciones ambientales adversas, meses frios 0 épocas secas 'y parece ser
gue la capacidad de inhibicién es una caracteristica heredable y se considera una
adaptacion del parésito a la resistencia del hospedador, a factores ambientales adversos

0 ambos alavez (Quiroz, 2003).

La reanudacién del desarrollo de las larvas hipobidticas se produce cuando las
condiciones ambientales son adecuadas para |la supervivencia de las fases libres y esta
asociada probablemente con estimulos estacionales (Lapage, 1981). Desde € punto de
vista patolégico es muy importante, pues la reactivacion sincrénica de las larvas
hipobidticas puede dar lugar a cuadros agudos graves. También es importante desde €l
punto de vista epidemiol 6gico, ya que a coincidir en el tiempo la madurez sexual de los
adultos procedentes de larvas hipobidticas, se eliminan cantidades elevadas de huevos
gue contribuyen en forma significativa a la contaminacion ambiental, en una época del

ano favorable para € desarrollo de las L3, siendo muy alto €l riesgo de infeccion para



los animales jovenes. En ausencia de hipobiosis el periodo de prepatencia es de 15 a 20
dias, (Soulsby, 1987; Maenay Rojo, 1999).

Figura 3. Ciclo biol6gico 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. Lg) Larva 3 (fase infectante). (Tomado de Cuenca, 2008).



Epidemiologia:

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

La L1 y L2 son susceptibles a la desecacion, las larvas dependen de las
condiciones climaticas y micrometereologicas, tipo de suelo, terreno,naturaleza y
cantidad de vegetacion mientras que la L3 soportan més. La Lz migra mejor en clima
humedo y calido, en condiciones adecuadas €l desarrollode la L3 se dcanzade 4 a7
dias (Norman, 1978, Lapage, 1976).

La epidemiologia de la hemoncosis est4 condicionada principalmente por la
elevada fecundidad de las hembras y por la velocidad a la que las larvas infectantes
pueden desarrollarse en temperaturas altas, por 1o que la hemocosis es una enfermedad
del ganado ovino en climas cdlidos y de humedad, por lo tanto, cuando las condiciones
son favorables, se pueden acumular una gran cantidad de larvas infectantes sobre los
pastos en muy poco tiempo. Sin embargo |as posibilidades de transmisién se encuentran
limitadas por la susceptibilidad de las larvas a la deshidratacion (Urguhart y col., 2001,
Radostitsy col., 2002).

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

Se ha demostrado que los animales nativos o genéricamente [lamados “criollos’,
resisten mas las infecciones parasitarias en relaciéon a los animales de razas puras o
exoticas, esta situacion se da a través de mecanismos de seleccion natural en los

animal es nativos, resultando una progenie con las mismas caracteristicas.



Los ovinos de razas puras son por lo regular criados y mantenidos bgo
condiciones estabuladas en las que dificilmente conviven con los parasitos 'y a entrar

en contacto con ellos muestran una gran susceptibilidad (Cuéllar, 1992).

El estado nutricional del hospedador puede determinar €l establecimiento y
desarrollo de los parasitos ademas del curso de la infeccién (Cordero, 2002). Los
animales subnutridos son mas susceptibles a infecciones masivas, en relacion con
aquellos que mantienen optimas condiciones nutricionales, cuya base esta en la cantidad
y calidad de alimento consumido (Cuéllar, 1992; Radostitsy col., 2002).

Existe un aumento considerable en el numero de huevos eliminados por las
ovejas entre las cuatro y ocho semanas después del parto, a este fendmeno se le ha
denominado aza posparto o aza lactacional. En hembras virgenes se presenta el
fendmeno de alza de primaveray en los machos es de menor intensidad (Soulsby, 1987,
Quiroz, 2003).



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 |os componentes sanguineos, incluyendo eritrocitos
y proteinas plasméticas, |0 que ocasiona anemia e hipoproteinemia. La pérdida diaria es
de alrededor de 0.05 ml de sangre completa por gusano (Soulsby, 1987).

Las larvas gjercen accion mecanicay traumatica cuando penetran alas glandulas
gastricas en la pared del abomaso (Quiroz, 2003) y la lesion causada a la mucosa por
fijacion de los adultos produce abomasitis (Lapage, 1976; Blood y col., 1986). Las
larvas que penetran en la mucosa producen lesiones, consecutivas a la penetracion y
crecimiento de las larvas en € interior de las glandulas gastricas, lo que origina
hiperplasia, dilatacién y protrusion sobre la superficie de la mucosa. Durante este
periodo las larvas gercen también una accion antigénica, debida a la muda y a los
productos de secrecion y excrecion que en algunos casos, necrosa €l tejido circunvecino

ademéds de provocar una respuestainmune local y humoral (Quiroz, 2003).

Los adultos generan también una accion téxica por medio de sustancias
anticoagulantes que infiltran en los tgidos arededor de la pequefia Ulcera que
ocasionan para succionar sangre; al cambiar de sitio de alimentacién, la Ulcera continda

sangrando, lo que favorece la pérdida de sangre (Quiroz, 2003).

La parasitosis en abomaso da lugar a la disminucion de la secrecion de HCI que
facilita el aumento del pH gastrico, este incremento en el pH repercute negativamente
en la digestion proteica ya que € pepsindgeno no se convierte en pepsinay se pierde €
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 intestina
(Meanay Rojo, 1999).



Signos clinicos:

Los signos clinicos pueden agruparse en tres cuadros. Hiperagudo, agudo y
crénico. Hemoncosis hiperaguda: Es poco comun, pero puede darse en animales
susceptibles expuestos a una infeccién masiva repentina. EI enorme nimero de parasitos
provoca €l répido desarrollo de anemia, heces de color oscuro y muerte stbita, 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 principa mente en animales jovenes susceptibles
con infecciones intensas (Soulsby, 1987). El cuadro clinico incluye baja considerable de
peso y/o retardo en e 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 o0 esta es arrancada a mordidas por otros animales afectados. En muchos casos €l
animal muere como consecuencia de trastornos digestivos y metabdlicos severos que
provocan los parédsitos. Los animales recuperados suelen quedar subdesarrollados
(Dunn, 1983; Blood y col., 1986).

Hemoncosis crénica o subclinica: Se presenta en la mayoria de los casos con
ausencia de signos observables. Las hembras s vuelven improductivas y muy delgadas,
con perdida progresiva de peso y caida de lana en los animales adultos y fata de
crecimiento en los corderos, en casos intensos hay letargo, debilidad y anorexia (Dunn,
1983, Martiny Artken, 2000).



Control dela hemoncosis ovina

En la actualidad el control de la hemoncosis ovina en México, se basa
principamente en la administraciéon de antihelminticos (Torres y col., 2003). La
resistencia alos antihelminticos ha constituido un serio problema en diversos paises. En
Meéxico, las primeras cepas resi stentes a albendazol se encontraron en puebla (Camposy
col., 1990). Posteriormente se encontro resistencia a fenbendazol, oxfendazol y fabantel
en Yucatdn (Campos y col.,, 1992). Aunado a problema de resistencia a los
antihelminticos, existen otros problemas que dificultan e manejo adecuado de los
programas de desparasitacion de los rebafios, como por eemplo la aparicion de
productos genéricos de mala calidad. (Waller y col., 1996). Por otro lado, |a exigencia
del mercado internacional en reducir los residuos de medicamentos en productos para el
consumo humano, ha propiciado que se empleen nuevas técnicas de control

antiparasitario que no dependan de sustancias quimicas.

Algunas de las nuevas aternativas de control de la hemoncosis que en la
actualidad se emplean, van encaminadas en cinco lineas: 1) el desarrollo de vacunas, 2)
el mango de praderas o pastizales y la suplementacién alimenticia, 3) € control
biol6gico del parasito mediante depredadores naturales, 4) la desparasitacion selectiva
utilizando e méodo FAMACHA® y 5) la seleccion de animales resistentes y/o

resilientes alainfeccion por NGE.



Respuesta inmunoldgica contra Haemonchus contortus

No son completamente claros los mecanismos inmunolégicos a través de los
cuales los animales tienen o adquieren resiliencia a la infecciéon de H. contortus, se han
realizado varios estudios y aun se tienen 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 (Mufioz, 2007). 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. También existen moléculas antigénicas que se
desprenden del parasito y se conocen como antigenos de secrecion y excrecion. Esto
indica que el sistema inmune es estimulado por distintas molécul as antigénicas en poco
tiempo, que ademés son distintas a los antigenos que se encuentran en la superficie de
las fases adultas (Meeusen y col. 2005). Asi, se observa que la respuesta sobre las
larvas, esta relacionada con cantidades elevadas de inmunoglobulinas (IgA e IgE)

histaminay leucotrienos en el moco (Montaraz, 1997).

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 parasitos. Son
varios los estudios donde se relacionan las inmunoglobulinas de tipo IgA e 1gG con la
resistencia a H. contortus, pero en general se ha observado un incremento en los
anticuerpos séricos contra antigenos larvarios y de adultos después de una infeccién
(Gasbarre, 1997).



Respuesta especifica humoral contra H. contortus

L as inmunoglobulinas més ampliamente estudiadas han sido las IgA, puesto que
se consideran parte fundamental de la respuesta inmunitaria de las mucosas. También
han sido estudiadas la 1gG, e IgM ya que en el caso de los rumiantes aparecen en
cantidades muy elevadas en las mucosas. Se observd que las ovelas inmunizadas
parenteralmente con antigeno larvario del helminto mostraron notables incrementos de

IgG (séricay de abomaso) y larespuesta gastrica lgA, fue escasa (Smith, 1977).

Las larvas infectantes de H. contortus son las responsables del estimulo
antigénico, este estimulo provoca la elevacion de los niveles de anticuerpos en la
mucosa gastrica, esta elevacion es dependiente de la dosis (Byszewska-Spocinska y
Stankiewicz, 1985); para el mantenimiento de los niveles elevados de IgA e 1gG en
abomaso es necesaria la presencia del estimulo antigénico constante, hecho también

observado en las infecciones ovinas de T. circumcincta (Smith, 1977).

En algunos trabgj os se ha buscado |a respuesta por anticuerpos a nivel local en €
sitio de la infeccion por H. contortus. Bowles y col. (1995), desarrollaron una
metodologia que utiliza cultivos de células productoras de anticuerpos como sondas
(antibodies secreting cells, ASC probes) para la deteccion de antigeno especificos
reconocidos localmente. Estos autores realizaron cultivos de linfocitos a partir de
linfonodos abomasales y a partir de estos cultivos, obtuvieron del sobrenadante
anticuerpos, con los que posteriormente determinaron antigenos de la superficie de la

L3 de H. contortus.

Gill y col. (1993a) han sugerido un papel importante para las IgA e 1gG:
especificas, tanto séricas como locales, en la inmunidad de ovinos genéticamente
resistentes a la hemoncosis. Posteriormente mediante estudios inmunocitogquimicos se
observé que € incremento de células de abomaso positivas para IgA e 1gG; parasito-

especificas era significativamente mayor en estos corderos.

Utilizando conjugados fluorescentes anti-IgA, 1gG e IgM lograron marcar las
células que contienen este tipo de inmunoglobulinas en el citoplasma (immunoglobulin-
containing cells, 1gCC) en & abomaso de animales infectados con H. contortus,



observaron € incremento en el nimero de IgCC en la submucosa del abomaso en los
animales infectados teniendo un pico méximo a los siete dias postinfeccion, las IgACC
fueron las mas frecuentemente observadas (68-64%) seguidas por las IgGCC vy las
IgMCC. Las 1gG2CC practicamente no se encontraron. De la misma forma se ha
estudiado a nivel local a las células plasmaticas, utilizando algunos marcadores de
linfocitos B activados en el CD45R (Balic y col., 2000; Balic y col., 2002; Mufioz,
2007).

L as respuestas inmunitarias eficaces tienen una serie de caracteristicas segun su
fase de desarrollo. En lainmunidad local los tejidos linfoides de las mucosas se han
adaptado de forma caracteristica para producir cantidades elevadas de IgA en el caso de
las VGE la respuesta esta relacionada con la presencia de cantidades elevadas de
inmunoglobulinas1gA e IgE . (Abbasy Lichman, 2004; Montaraz, 1997).

Activacién delinfocitos B (L B) a células plasmaticas.

Es propiedad universal de los LB la presencia de inmunoglobulinas en su
membrana. Cuando e LB no ha sido activado la inmunoglobulina es isotipo 1gD, la
reaccion antigeno-anticuerpo proporciona a LB una de las sefiaes requeridas para
iniciar un proceso de replicaciéon destinado a la generacion de una colonia celular o
clona en la que se distinguiran dos tipos de células. células plasmaticas, responsables de
la sintesis y secrecion de inmunoglobulinas de los isotipos IgM, 1gG, IgA 6 IgE (con la
misma especificidad que las presentes en la membrana del LB progenitor) y las células
de memoria responsable de iniciar una respuesta secundaria posterior contra €l antigeno
en cuestion. No se conoce cuales son los estimulos que determinan €l que una estirpe de
LB activado evolucione a célula efectora o célula de memoria (Montaraz, 1997; Abbas,
2004).

Las células plasmaticas se encuentran solo en drganos linfoides y en los lugares
de respuesta inmunitaria, y normalmente no circulan por la sangre o lalinfa. Tienen una
morfologia caracteristica con nlcleo excéntrico, citoplasma abundante que enriquece un
reticulo endoplasmico rugoso (RER) denso, que es el lugar donde se sintetizan los
anticuerpos (y otras proteinas secretadas y de membrana). Existe un aparato de Golgi

grande, que se tifie mal con pigmentos histoldgicos habituales y que es responsable del



halo peri nuclear; Los anticuerpos adquieren su conformacion y son agrupados para su
secrecion en este organelo (Abbas, 2004). Estas inmunoglobulinas pueden ser
identificadas dentro de la célula plasmética mediante inmunofluorescencia, en la que se
emplea un anticuerpo conjugado contra la gammaglobulina del isotipo a estudiar
combinado con un colorante fluorescente. Cuando una muestra de linfocitos se incuba
con este conjugado y se observa a microscopio con luz ultravioleta, las células
plasméticas se veran rodeadas de un hao brillante usuamente de un color rojo-

anaranjado producido por latetrametil-rodamina (Abbas, 2004).

Los Linfocitos B. (LB) después de la estimulacion antigénica se multiplican y
transforman en células plasméticas (Montaraz, 1997). Las células plasméticas son
células en la fase final de diferenciacién con una capacidad nula o escasa de division
mitéticay son en esencia, sintetizadoras de anticuerpos. Se calculaque mas de lamitad
del RNA mensgiero (ARNm) de las células plasmaticas codifica para anticuerpos
(Abbasy Lichman, 2004).

Lafuncion fisioldgica de los anticuerpos es neutralizar y eliminar a antigeno que indujo
su informacion (Abbas y Lichman, 2004). La activacion de LB es dependiente de dos
sefides, la primera la proporciona la interaccion del antigeno con lainmunoglobulina de
la membrana del LB, la otrala proporciona una serie de citocinas secretadas por l1os LT
cooperadores 0 CD4" (Montaraz, 1997). Las células B son extremadamente eficaces en
la presentacion de antigeno que reconocen, porque las Ig de membrana actan como
receptores de alta afinidad que capacitan a las células al unirse, intentar y presentar

concentraciones muy bajas de antigenos.

Se cree que las interacciones con las células presentes en |os centros germinales,
como los linfocitos T cooperadores o las células dendriticas foliculares, pueden
estimular las mutaciones de las |g. El resultado de la hipermutacién somética es que las
mutaciones de los genes variables se acumulan de forma secuencial en la progenie de
los clones de células B que proliferan. A medida que estos procesos ocurren, los
anticuerpos que se han secretado a la circulacion se unen al antigeno residual y pueden
activar a complemento. Estos complejos inmunitarios se concentran en las superficies
de las células dendriticas foliculares mediante la union a los receptores de Fc de los

anticuerposy lafraccién C3b del complemento (Abbasy Lichman, 2004).



Resistencia del hospedador

El termino “resistencia a nematodos’ ha sido definido como la habilidad de un
huésped parainiciar y mantener una respuesta que evite o reduzca el establecimiento de
los pardsitos o elimine la carga parasitaria. (Albers y Gray, 1987). Los tipos de
resistencia frente a las enfermedades parasitarias se clasifican en dos categorias. La
primera, también llamada resistencia innata, esta asociada a la especie, la edad, y la
raza. La segunda categoria, la inmunidad adquirida, depende de los estimulos
antigénicos y de la posterior respuesta humoral y celular (Urguhart, 2001),
diferencidndose entre la resistencia natural, de origen genético y la resistencia adquirida
con la edad también llamada inmunidad (Cordero, 1999). La participacion de los
mecanismos inmunoldgicos no es totalmente conocida, pero se ha establecido que es
una caracteristica heredable tipica de algunas razas ovinas (Sréter y col., 1994). La
resistencia puede depender directamente de la respuesta celular de linfocitos T (Cordero
y col., 2000). Otros factores asociados a la resistencia son el estado nutricional, edad,
sexo, raza, tipo de hemoglobina, respuesta eosinofilica, presencia de ciertos antigenos
leucocitarios o de algunos genes (Hohenhaus y Outteridge, 1995). La resistencia puede
ser en realidad, la expresion conjunta de diversos mecanismos en un inicio, pero que
contindan de manera natural a desarrollo de mecanismos especificos de defensa, los

cuales en su conjunto, impiden el establecimiento eficiente del parésito (Mufioz, 2007).

Se ha demostrado que algunas razas ovinas son mas resistentes que otras a los
NGE, un gjemplo de ello son: la resistencia de las cruzas % de la raza Red Maasai en
comparacion de las cruzas de laraza Dorper. Algunas razas en |as que se ha demostrado
resistencia natural son: Blackbelly (Yanswinski y col., 1980), Florida (Amarante y col.,
1999), Saint Croix (Burke y Miller, 2004), Katahdin (Burke y Miller, 2004), Red
Maasai (Mugambi y col., 1996). La seleccion de los animales resistentes se realiza con
base en la menor carga parasitaria relacionada con € aumento de la eosinofilia
principalmente, asi como la eliminacién de los animales no responden favorablemente
(Hooday col, 1999).



De esta misma forma se han encontrado elementos de la respuesta inmune, como
la eosinofilia periférica y los niveles de anticuerpos especificos contra los parasitos,
relacionados con la menor susceptibilidad a la hemoncosis, por 1o que se ha sugerido

que esto puede tener una base inmunol 6gica (Mufioz, 2007).

Gill 'y col. (1991), encontraron niveles significativamente elevados de
anticuerpos en ovejas genéticamente resistentes, en comparacion de un grupo aeatorio,
los anticuerpos anti-larvas y anti-adultos correlacionaron negativamente con la carga
parasitaria. Gomez-Mufioz y col. (1999), encontraron relacion entre los niveles de 1gG,
IgM e IgA séricas, con e estado de resistencia de los ovinos de la raza Castellana
infectados con H. contortus. Por otra parte Pernthaner y col. (2005), determinaron
niveles de IgE contra Trichostrongylus colubriformis significativamente mas elevados
en animales resistentes que en animales susceptibles a lainfeccion. Por otro lado, Gill y
col. (1994), reportaron relacion entre algunos genotipos ovinos resistentes a H.
contortusy e nimero de células productoras de anticuerpos (IgA e 1gG) presentes en la
mucosa del abomaso de estos animales. La heredabilidad de la respuesta por anticuerpos
se ha estimado en rangos de h?* = 0.37 a 0.56, por lo que concluyen que los niveles de
anticuerpos pueden ser utilizados como indicadores genéticos de resistencia a NGE
(Hohenhaus y Outteridge, 1995). El grado de resistencia también puede estar
relacionado con la edad, €l estado fisiologico de los animales 0 sus exposiciones previas

aotros parasitos.

I nteraccién entre Haemonchus contortusy otros par asitos

Se ha encontrado que en corderos con infecciones concomitantes entre Oestrus
ovis y H. contortus hay un aumento de eosinofilos, mastocitos Yy leucocitos
abomasales, observando una menor carga parasitaria por H. contortus comparados con
corderos no infectados y corderos infectados solamente con H. contortus. (Dorchies 'y
col., 1997, Yacoby col., 2005) también se ha reportado la reduccion significativa en €l
tamafio promedio de las hembras de H. contortus, asi como en el nimero de huevos
dentro del Utero de las mismas (Terefey col., 2005). De lamismaforma observaron la
reduccion de la carga parasitaria de Trichostrongylus colubriformis en infecciones

mixtas con O. ovis (Yacob y col., 2004., Yacoby coal., 2006).



Generalidades de Taenia hydatigena

La fase adulta de este parésito se localiza en €l intestino delgado de los perros y
las larvas en serosas de higado, pulmoén y omentos de rumiantes cerdos y equinos(Alba,
2007).

L os adultos son cestodos de color blanco lechoso cuyo tamario varia, |os adultos
presentan en la parte anterior un escolex con rostelo (armado) y dos hileras de ganchos
de diferente tamario, el cuello es corto y cas la mitad de grueso que e escolex. Los
proglotidos maduros de Taenia hydatigena son tan anchos como largos, con los
testiculos distribuidos en toda la zona proglotidea. Los conductos eferentes de cada
testiculo se unen para formar un conducto deferente comun, que continua en un tubo
enrollado hasta el poro genital (atrio genital) cubierto por un esfinter muscular. Sobre la
porcion inferior de los conductos deferentes se encuentra el tubo vaginal. Los
proglétidos gravidos son mucho mas largos que anchos, y dentro de ellos se puede

encontrar €l Utero ramificado y completamente lleno de huevos (Alba, 2007).

El perro es el hospedador del adulto de T. hydatigena, éste elimina proglotidos
en |las heces que contaminan el suelo, donde los hospedadores intermediarios se infectan
al ingerir huevos que han contaminado su alimento. En e tracto digestivo se libera la
oncosfera por accion enzimatica, pasalapared del intestinoy llega a torrente sanguineo
por via porta. Algunas veces pasa a la vena cava posterior en donde es transportado a
varias partes del cuerpo pero por lo general emigra por €l higado y llega a la superficie,
luego pasa a la cavidad abdominal en donde se desarrolla en 3 a 4 semanas.
Clinicamente no hay signos evidentes de enfermedad, aunque infecciones masivas
podrian originar la muerte en 2-3 meses, que estaria debida a la hepatitis traumatica que
originan las oncosferas errantes. En los casos avanzados se observan los tipicos
cisticercos, del tamafio de guisantes a de nueces, depositados en las membranas
serosas, sobre todo a nivel del epiplon (Alba, 2007).



Los cisticercos son fases larvarias de T. hydatigena, y presentan una morfologia
comun, anteriormente recibian nombre en latin, pero ahora solo se usan como
sinbnimos y lo correcto es llamarlos metacestodos de Taenia de la especie
correspondiente, en este caso se le [lama metacestodo de Taenia hydatigena. Los
cisticercos tienen forma y estructura vesicular y son de color blanco translucido,
presentan dos membranas en su superficie y la mas externa es producida por €l
hospedador, como resultado de la continua reaccion inflamatoria hacia €l parasito, €l
grosor de esta capa depende del tiempo que tenga € cisticerco instalado en el
organismo. La capa interna en si forma parte del cisticerco y limita a liquido que
contiene, en uno de sus extremos esta membrana tiene un solo escolex invaginado, con
las mismas caracteristicas que el escolex del cestodo adulto. El interior de los cisticercos
es ocupado por lalaguna primitiva, constituida por un liquido claro y rico en nutrientes,
obtenidos por difusion facilitada del medio invadido dentro del hospedador, la laguna
primitiva ocupala mayor parte del volumen total del cisticerco (Quiroz, 2003).



JUSTIFICACION

La hemoncosis ovina es una enfermedad de gran importancia, principa mente en
aquellos lugares donde se practica €l pastoreo, ocasiona ineficiencia econémica en los
sistemas pecuarios de México y el resto del mundo, disminuye la produccion animal y
produce pérdida en las utilidades del productor (Urguhart, 2001).

En la respuesta inmune estan involucrados tanto componentes especificos
(respuesta celular y humoral), como inespecificos (respuesta inflamatoria). La
inmunidad frente a los nematodos gastroentéricos se ha sugerido que es dependiente de
la respuesta celular de linfocitos T (Soulsby, 1987). Los corderos resistentes a la
hemoncosis tienen niveles més altos de eosindfilos sanguineos y anticuerpos séricos que
los corderos susceptibles, la eosinofilia es uno de los factores més frecuentemente
asociados con la helmintiasis y ha sido relacionada con proteccion contra H. contortus
(Lapage, 1981).

En trabgos previos se ha demostrado la inoculacion de un extracto del
metacetodo de Taenia hydatigena (ExMTh) produce eosinofilia e induce proteccion
(Cuenca, 2008), sin embargo, no se ha estudiado como la inoculacion de este extracto
modificalas poblaciones de células productoras de anticuerpos a nivel abomasal.

Por |o anterior en el presente trabajo, se evalud € efecto de la inoculacion de
ExMTh sobre las subpoblaciones de células productoras de anticuerpos en linfonodo
abomasal y en la mucosa abomasal de ovinos y su relacion con la resistencia a la

hemoncosis ovina.



HIPOTESIS

La estimulacion previa de corderos con antigenos de metacestodo de Taenia
hydatigena alainfeccién con Haemonchus contortus produce cambios en el nimero de
células plasméticas a nivel abomasal, lo cual afecta el establecimiento del parasito y en

consecuencia de laresistencia.



OBJETIVOS

Objetivo generd

Determinar el nimero de células plasméticas en e abomaso de corderos infectados
experimentalmente con Haemonchus contortus que fueron previamente estimulados con

antigenos de metacestodo Taenia hydatigena y su efecto sobre laresistencia ala hemoncosis.

Objetivos particulares

1. Cuantificar y comparar las células productoras de IgM, 1gG e IgA, en la mucosa
abomasal, asi como en el LNA en corderos estimulados con antigenos de Taenia
hydatigena, corderos infectados Unicamente con Haemonchus contortus y corderos
estimulados con antigeno de T. hydatigena e infectados con H. contortus.

2. Comparar €l nUmero de huevos por gramo de heces (hgh) entre los grupos infectados

con H. contortus.

3. Correlacionar el nimero de células productoras de IgM, IgG, e IgA con la
eliminacion de hgh entre los grupos infectados con H. contortus.



MATERIAL Y METODOS

L ocalizacion:

El trabajo se realizd en e laboratorio 1 (Inmunologia y Biologia Molecular de
Parasitos) de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria en Salud Animal (UIMSA). Los
animales fueron mantenidos en las instalaciones de la unidad de posgrado de la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, Campo 4, perteneciente a la Universidad Nacional
Auténoma de México. km. 2.5 Carretera México Teoloyucan Cuautitldn lzcalli Estado de

México.

Animales:

Se utilizaron 25 corderos Columbia, machos, menores de ocho meses de edad
procedentes de una explotacion ovina dedicada a la produccion de animales para pie de cria,
lo cual garantiz6 su homogeneidad y pureza racial. Se les realiz6 una valoracioén clinica para
confirmar su estado de salud y como medida preventiva fueron desparasitados con albendazol
adosisde 5 mg/kg. pv. Antes deiniciar el experimento se verificd la ausencia de huevos de
nematodos gastroentéricos en la materia fecal. Una vez en las instalaciones, tuvieron un
periodo de dos semanas de adaptacion a las nuevas condiciones de mangjo. Todos los
corderos se mantuvieron en condiciones de confinamiento total en corraletas con capacidad
para seis corderos. La alimentacion consistio 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% forrgje. El aimento se ofrecio diariamente en cantidad del 4% del peso vivo
de cada grupo de corderos. El agua se ofrecié ad libitum con bebederos autométicos de

pivote.



Disefio experimental

Para los objetivos del trabgjo se tomo en cuenta e siguiente cronograma de

actividades,
DIA -10 -6 -2 0 20 28 36 43 50 57
Aplicacion | Aplicacion | Aplicaciéon | Recibieron | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra | Muestra (’;’Luﬂé
ACTIVIDAD (V.I.P) (V.I.P) (V.I.P) 5,000 L3H. de de de de de
ExmTh ExmTh ExmTh contortus. Heces Heces Heces Heces Heces Sacr>i/ficio

L os corderos fueron divididos en cuatro grupos, como lo muestralafigura4. Los
corderos del grupo 1 (n = 6) recibieron unicamente 5,000 L3 de H. contortus mediante

sondeo buco-esofagico el dia0 del experimento.

Los corderos del grupo 2 (n = 6) recibieron, el dia—10 por via intraperitoneal
(v.i.p.) 600 mg de un ExMTh y 600 mg por via intramuscular (i.m.), e dia—6, 600
mg v.i.p. de ExmTh, el dia -2 600 mg v.i.p. de ExmTh y 5,000 L3 de Haemonchus

contortus por sondeo buco-esofagico € diaO.

Los animales del grupo 3 (n = 4) recibieron € dia —10, 600 mg v.i.p y 600 mg
i.m de ExmTh, e dia—6, 600 mg v.i.p. de ExmThy el dia—2 del experimento 600 mg
i.p de ExmTh, este grupo no recibio larvas.

Los corderos del grupo 4 (n = 5) se utilizaron como testigos y solo se les

administré agua como placebo.

Todos los corderos fueron sacrificados € dia 57, se tomaron muestras de
aproximadamente de 1 cm? de linfonodo abomasal (LNA), y mucosa abomasal .Las

muetras se mantuvieron a-80 °c hasta su uso.

Todos los tejidos se procesaron por la técnica de inmunofluorescencia y se
contaron € numero de células marcadas con anticuerpos anti-inmunoglobulinas de

ovino.




@ Dos dosis de 600 mg via intraperitoneal y una dosis de 600 mg via intramuscular
b Por sondeo buco-ruminal

Figura 4. Disefio experimental realizado paralos objetivos de este trabajo.

Obtencion del extracto de metacestodo de Taenia hydatigena.



Se colectaron metacestodos de T. hydatigena a partir de ovinos sacrificados en €l
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 |os extractos, se descongelaron los metacestodos, se colecto € liquido vesicular
y se le agregd una mezcla de inhibidores de proteasas (aprotinina 10 ug/ml, leupeptina
10 w/ml, iodoacetamida 1.8 mg/ml y PMSF 1 mM SIGMA Labs). Posteriormente fue
filtrado através de un papel Watman, se adicion0 (NH,)2 SO, arazon de 0.42 g por ml
y se centrifugd por una hora a 5000 rpm a 4°C, después se elimind el sobrenadantey la
pastilla fue resuspendida en PBS. El extracto fue nuevamente filtrado a través de
membrana millipore de 0.22 um, dividido en alicuotas y almacenado a -20°C, hasta su
utilizacion. La cantidad de proteina contenida en el extracto fue determinada por €l
método convencional de Bradford (1976).

I noculacién de L3 de Haemonchus contortus.

Los inoculos fueron obtenidos mediante una técnica modificada de cultivo larvario
(Corticelli-Lai) realizada a partir de materia fecal de corderos infectados
monoespecificamente con una cepa de H. contortus que fue aidada 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
mantenida en e laboratorio (Cuenca, 2008). Cada inéculo consistié en una suspension de
5,000 L3 de H. contortus y estos fueron suministrados a través de sondeo bucoesofagico

directamente en €l rumen de los corderos experimental es.



Obtencion de muestr as.

Enlosdias-14y —7, 0, 7, 14, 20, 28, 36, 43, 50, y 57 del experimento se realizd

la recoleccion de materiafeca directamente del recto de todos |os animal es.

El dia 57 todos los corderos fueron sacrificados humanitariamente utilizando una
pistola de embolo oculto. Inmediatamente después del sacrificio, se tomaron muestras
de aproximadamente 1cm? de la mucosa abomasal, y linfonodo abomasal de cada uno
de los animales. Estas muestras se incluyeron en un criopreservador OCT (Tissue Tek)
y se congelaron en nitrogeno liquido para posteriormente ser almacenadas a -80°C en un

ultracongelador hasta su utilizacion.

Determinacion de células productorasdelosisotiposdelas|gA, 1gG, elgM.

Con un criotomo se redlizaron cortes de 5 um de cada una de las muestras
conservadas. Los cortes obtenidos fueron adheridos a portaobjetos con poli-L- lisina (Sigma
labs) para evitar €l desprendimiento del tejido, posteriormente fueron fijados en acetona
durante 3 minutos y adheridos a portaobjetos. Los cuales se conservaron en refrigeracion a

4°C hasta su procesamiento con la técnica de inmunofluorescencia.

Las laminillas se sumergieron por 24 horas en PBS a 4°C, a termino fueron
bloqueadas con albumina sérica bovina a 1% (ABS) en una solucion de suero de cabra al
10% durante 90 minutos. Posteriormente se hicieron 3 lavados con PBS, después, se
incubaron con 40 ul de la dilucién de anticuerpos de conegjo anti IgA (A130-108 Bethyl labs),
anti 1gG (A 130-101 Bethyl labs) 6 anti IgM (A130- Bethyl labs) ovinas en PBS-ABS 2% a
37°C durante 90 minutos. Se hicieron 3 lavados con PBS y se incubaron 90 minutos a 37°C
con 30 pl ladilucidn de un anticuerpo de cabra anti- IgG de conejo fluoresceinado (Sigma
Labs) aunadilicion de 1:25 en PBS con suero de cabra a 10%.

Finamente se realizaron 3 lavados, cada uno de 5 minutos con PBS 'y se montaron en
glicerol buferado al 90% para su observacion. Se contaron las células marcadas en la mucosa
y linfonodo abomasal utilizando un microscopio de epifluorescencia (OLYMPUS Inc.) fig 5



y 6, asi como un software de andlisis de datos (Image Pro Plus) con un lente objetivo de
40X. Se contd las células marcadas (IgM*, 1gG™, IgA™) de la mucosa abomasal asi como de
linfonodo abomasal. Para cada subpoblacién de células plasméticas, se leyeron 30 campos,
15 de submucosa y 15 de mucosa, en el caso del linfonodo se leyeron 30 campos continuos

registrandose la cantidad de células marcadas y el &rea del tejido analizado en um?.por la

técnica de inmunofluorescencia Las cuentas fueron expresadas en células por cm? de tejido
(Bricarelloy col., 2003).

Figura 5.-Células plasmaticas en

mucosa abomasal con latécnica
,<= de inmunofluorescenciavistas a
40x

Figura 6.-Células plasméticas
en linfonodo abomasal con la

técnica de
inmunofluorescencia vistas a =>

40x.




ANALISISESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados mediante ANOVA de una via y las
diferencias entre medias fueron obtenidas mediante prueba de Tukey utilizando un
software estadistico (Graph Pad Prism version 4).

RESULTADOS

Conteos de células plasméticas en la mucosa abomasal

Los promedios de células IgM+, IgG+ e IgA+ encontradas en la mucosa
abomasal se muestran en la figura 7. El andliss de ANOVA mostré un efecto del
isotipo significativo (p<0.01) sobre el nUmero de células plasméticas encontradas en la
mucosa abomasal, € promedio de cdlulas IgA+ fue mayor (p<0.01) en todos los grupos
con respecto a los promedios de 1gG+ e IgM+, también el promedio de células IgG+
fue mayor (p<0.05) en todos los grupos con respecto a promedio de células IgM+. No
se observaron diferencias estadisticas entre los promedios de células plasméticas de

ningun isotipo entre los grupos estudiados (p>0.05).



Conteo de células plasmaticas de la mucosa abomasal
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Figura.7- Promedio (+/-EE) del nimero de células plasméticas por cm? en cortes
histol6gicos de la mucosa abomasal. Grupo 1.- Corderos infectados con H contortus.
Grupo 2.- Corderos inoculados con un extracto vesicular de T. hydatigena e infectados
con larvas de H. contortus. Grupo 3: Corderos inoculados Unicamente con extracto de
vesicular de T. hydatigena. Grupo 4: Corderos sin tratamientos (grupo testigo).



Conteos de células plasméticas en € linfonodo abomasal

Los promedios de células IgM+, IgG+ e IgA+ encontradas en € linfonodo
abomasal se muestran en la figura 8. En €l andlisis de ANOVA que no existe ningun
efecto significativo (p>0.05) de las variables grupo e isotipo sobre el nimero de células

plasméticas encontradas en esta region del abomaso.

Conteo de células plasmaticas en linfonodo abomasal
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Figura.8- Promedio (+/-EE) del nimero de células plasméticas por cm? en cortes
histologicos de linfonodo abomasal, Grupo 1.- Corderos infectados con H contortus.
Grupo 2.- Corderos inoculados con un extracto vesicular de T. hydatigena e infectados
con larvas de H. contortus. Grupo 3: Corderos inoculados Unicamente con extracto de
vesicular de T. hydatigena. Grupo 4. Corderos sin tratamientos (grupo testigo).



Conteo de huevos en materia fecal.

El promedio final de hgh se presenta en € cuadro 2 (Estos datos fueron
presentados por Cuenca en 2007 como parte de su tesis de maestria). Los corderos del
grupo 1 (5,332.4+2,795.8) eliminaron significativamente mayor cantidad de hgh
(p<0.05) que €l de los corderos del grupo 2 (2,950.5+1,029.3). Con respecto a el niUmero
de FA encontradas en el abomaso, también el grupo 1 (501.6+404.4) tuvo un promedio

significativamente mas alto (p<0.05) que € grupo 2 (133.0+92.1).

Correlacion del nimero de huevos en heces en diferentes semanas del experimento.

DIAS p. i.
GRUPO 20 28 36 43 50 57
13 1558.3 & 7833.3% | 829162 | 8383.3% | 845002 | 12616.6°
+317 +1398 +2342 +1912 +2205 +3177
a b b b b b
ExmTh+L3 1920.0 4610.0 5340.0 2780.0 2370.0 3800.0
+1019 +724 +960 +451 +640 +835

Cuadro 2.- Promedio semanal (+ EE) de huevos por gramo de heces, del Grupo 1: corderos
infectados L3 de H. contortusy Grupo 2: corderos inoculados con un extracto vesicular de T.
hydatigena y H. contortus Letras diferentes en los renglones indican diferencia significativa
(p<0.05).




Correlaciones de las variables estudiadas.

Las correlaciones de los promedios de células plasmaticas Ig+ por mm? con los

pardmetros de resistencia (hgh y FA) se presentan en € cuadro 3. Las correlaciones

positivas mas importantes observadas fueron: entre IgM e IgA de la Mucosa Abomasal

(MA) (0.89). Las correlaciones negativas encontradas fueron en la MA: entre IgM e
IgM de Linfonodo Abomasal (LNA) (-0.61), en la region de Linfonodo Abomasal(

LNA): IgA elgG (0.75). Entre IgG y FA (-0.57). Significancia (p< 0.05).

hgh FA IGAMA | 1gGMA | IgMMA | IgALNA | IgG LNA |IigM LNA
hgh 1
FA 0.63 1
IgA MA 0.014 -0.078 1
IgG MA 0.17 -0.45 0.34 1
IgM MA 0.03 0.26 -0.09 -0.16 1
IgA LNA -0.12 0.29 0.01 -0.22 *0.89 1
1gG LNA 0.04 0.57 0.28 -0.12 0.38 0.75 1
IgM LNA 0.11 -0.15 -0.46 0.21 -0.61 -0.45 -0.237 1

Cuadro 5.- Coeficiente de correlacion entre el nimero de huevos por gramo de heces
(hgh) con células de la mucosa abomasal y células del linfonodo abomasal de corderos.
mucosa abomasal (MA), y linfonodo abomasal (LNA).
*Significancia estadistica (p< 0.05).

Fases adultas (FA),




DISCUSION:

La hemoncosis es una de las principales causas de pérdidas econdmicas en las
explotaciones ovinas de México y de muchas otras partes del mundo. EI control de esta
enfermedad usualmente se ha realizado con antihelminticos, sin embargo, la aparicién
de cepas resistentes en muchos lugares del mundo a estimulado el desarrollo de nuevas
alternativas de control, como el uso de hongos nematéfagos, rotacion de pastoreos y uso
de razas de ovinos con alto grado de resistencia ala hemoncosis. La presencia de ovinos
con diferentes grados de susceptibilidad a la enfermedad, lleva de manera logica a
preguntar cuales son las diferencias en las respuestas de los ovinos de dta y baga
susceptibilidad, principalmente las de tipo inmunolégico (Balic y col., 2000, Terefey
col., 2004).

Se ha demostrado que en infecciones mixtas ocasionalmente hay efectos
antagénicos entre dos parasitos. En este contexto, se ha observado una reduccién
significativa de la carga parasitaria abomasal por H. contortus asociada a aumento de
eosindéfilos producido por la presencia de O. ovis en animales con infeccion mixta. En
otro estudio, realizado en corderos infectados con Trichostrongylus sp. y O. ovis en
forma mixta se observé un aumento de eosinofilos, mastocitos y leucocitos globul osos
(globule leucocytes) en el tracto respiratorio y digestivo asociado a una menor carga
parasitaria por Trichostrongylus colubriformis, concluyéndose la existencia de un
efecto antagonico entre los dos parasitos (Terefe y col., 2004, Yacob y col., 2004.
Yacoby col., 2008. Yacoby col.,2006y Dorchiesy col., 1997).

En € presente estudio se encontrd una disminucion de la carga parasitaria y de
la eliminacion de huevos posterior a la administracion de un extracto de larvas de T.
hydatigena. Por lo que es intension de conocer que fendmenos inmunol6gicos estan
asociados a esta proteccion en especial cua es € papel que juegan los anticuerpos
locales que son secretados por las células plasméticas a nivel abomasal.

En un trabgjo precedente a éste, Cuenca (2008), determind que la administracion
de un extracto del metacestodo de Taenia hydatigena (ExMTh) provocd un aumento
significativo de los eosindfilos tisulares y sanguineos. Esto correlacioné con una
disminucion significativa de la eliminacion de huevos y de fases adultas de H. contortus
en e EXMTh. Estas observaciones fueron muy similares a la interaccion antagonica

anteriormente reportada con O. ovis. Es por eso que resulté de particular interés el saber



si también las subpoblaciones linfocitarias eran afectadas por el EXMTh en los corderos
Columbiay s estos cambios pudieron estar relacionados con la resistencia observada.

La presencia de linfocitos B activados y de células plasméticas ha sido
estudiada por diversos autores a través de marcadores como el CD45R (Perthaner y col.,
1996) CMH-II e inmunoglobulinas (Balic y col., 2000) o solo por la presencia de
inmunoglobulinas en € citoplasma (Gill y col., 1993). En e presente trabgo se
realizaron marcgjes con anticuerpos fluorescentes anti-IgG, anti-lgM anti-lgA para
determinar y contar las células positivas a cada inmunoglobulina (CEL- Ig+) asi como
su asociacion con la presencia 0 ausencia de H contortus, se cuantifico el nimero de
células plasmaticas en el lugar donde se encuentran |os parasitos dentro del hospedador,
por tal motivo, se tomaron muestras del abomaso de las regiones fundica, pildricay de
linfonodo abomasales.

Se observé que la administracion de extracto de Taenia hydatigena no provoco
un aumento significativo en células productoras de los diferentes isotipos (IgA, IgM e
IgG) con respecto a grupo testigo, tanto en la mucosa abomasal como en € linfonodo
abomasal. Por |o que la proteccion observada en estos corderos no puede ser atribuida a
los anticuerpos locales, sino que esta debe tener una causa diferente.

Las células plasméticas mas abundantes (p<0.05) en la mucosa abomasal fueron
las IgA+, sin embargo, esto no puede ser asociado alaresistencia, puesto que las células
IgA+ fueron también las mas abundantes en los corderos del grupo testigo. Lo anterior
contrasta con lo reportado por Gill y col. (1993) que determinaron la cinética de la
produccion de anticuerpos a nivel sérico y en extractos de materia fecal de animales
genéticamente resistentes y los compararon con la cinética de un grupo no resistente.
Ellos detectaron niveles significativamente mayores de IgG e IgA en e suero de los
resistentes en comparacion con los no resistente entre los dias 10 y 31 pi. Si bien los
anticuerpos especificos a nivel sérico pueden ser un indicador de infeccion. Los
anticuerpos locales probablemente son mas importantes en la proteccion y estos cuando

menos no estuvieron relacionados a la proteccion en e model o experimental utilizado.

En e presente estudio se correlacionaron € nimero de células plasméticas
positivas con el numero de huevos en hecesy las faces adultas que son los indicadores
de resistencia de |os nematodos gastroentericos, siendo esta correlacion baja, tanto en la

mucosa abomasal como en & linfonodo abomasal. Los corderos infectados solo



mostraron estadisticamente una diferencia en isotipos, siendo IgA € de mayor aumento
en todos los grupos.

La administracion del ExmTh posiblemente induce la produccién de anticuerpos
especificos contra €l extracto, los cuales podrian tener algun tipo de cruce antigénico
con H. contortus y contribuir a la menor tasa de establecimiento del parésito. Sin
embargo, es una respuesta inespecifica asociada a los eosindfilos la probable
responsable de la reduccion del establecimiento, como fue reportado por Terefe y col.
(2005).

En otro trabajo realizado por esta linea de investigacion (Gonzalez, 2010) que
utilizo las mismas muestras que en el presente trabagjo, determinando las poblaciones
linfocitarias, por una técnica de inmunohistoquimica, se observd un aumento en €l
nimero de linfocitos CD4" en los grupos infectados con respecto a grupo testigo en las
regiones del abomaso, sin embargo, solo fueron significativas (p<0.05) las encontradas
en el grupo que recibio e extracto del metacestodo y larvas de H. contortus en la MA
y en e grupo que solo recibié larvas de H. contortus en e LNA. Por lo que
posiblemente la proteccion observada en estos corderos esta mas relacionada a la
cantidad y tipo de diferentes subpoblaciones de linfocitos T que de linfocitos B y/o
células plasméticas,

L os resultados de este estudio muestran una posible interaccion antagénica entre
T. hydatigena y H. contortus, probablemente porque uno induce un tipo de respuesta
inmunolgica en & hospedador que proteje aunque sea parcialmente de la infeccién por
el otro. Los datos de los trabajos realizados por este grupo muestran que esta proteccion
no estuvo asociada a los células plasmaticas y que probablemente esta proteccion esta
asociada a linfocitos T. Futuros trabajos en donde se demuestre que tipo de linfocinas
producidas por subpoblaciones de linfocitos T, probablemente permitan determinar que
tipo de respuestainmunol 6gica es la responsable de esta resistencia.



CONCLUSIONES

El nimero de células plasmaticas productoras de IgA en los corderos utilizados
para este trabajo, es mayor que el de células plasmaticas productoras de IgM e IgG en la
region fundica del abomaso.

El uso de extracto de metacestodo de Taenia hydatigena  disminuy6
significativamente e nimero de FA de Haemonchus contortus en el abomaso de los
corderos del grupo EXMTh+L3.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en €l nimero de células

plasmaticas positivas en la mucosa abomasal entre |os grupos estudiados.

No se encontraron diferencias significativas (p>0.05) en el nimero de células

plasméticas positivas en el linfonodo abomasal entre |os grupos estudiados.
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