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RESUMEN

Se evalud el efecto de la restriccion alimenticia aunado a una infeccion con Haemonchus
contortus sobre los cambios histoldgicos en abomasos de corderos blackbelly. Las muestras
empleadas en el presente trabajo, provinieron de los animales utilizados en el proyecto
PAPIIT-IN218909-2. Los tejidos fueron procesados para cortes histoldgicos y tinciones con
Hematoxilina-Eosina, PAS (acido periddico-de Schiff ) y azul de Toluidina, posteriormente
fueron revisadas en el microscopio Optico, se tomaron imégenes y con la ayuda de un
analizador semiautomatico y software de analisis de imagenes (Image Pro Plus, image tool
3.0) se realizaron las mediciones de las longitudes de las tinicas del abomaso en las regiones
fandica y pildrica en las laminillas con la tincion de Hematoxilina-Eosina. Se realiz6 el conteo
del porcentaje de células reaccion positiva a la tincion de PAS vy el conteo de celulas con
metacromacia (mastocitos) presentes en la tincion Azul de Toluidina. EI grosor de la mucosa
abomasal de la region pilérica fue de mayor tamafio en comparacion con la regién fundica en
los grupos no restringido no infectado (NRNI), infectado (1), restringido (R) y restringido
infectado (RI). En la regidn pildrica en la tinica mucosa hubo diferencia significativa entre el
grupo NRNI e RI con valores de 0.45mm y 0.64mm respectivamente (p=0.003). En cuanto a
la cripta glandular entre el grupo R, I y el NRNI con valores de 0.27mm, 0.21mm y 0.15mm
(p =0.012), (p=0.008) respectivamente, en la muscular de la mucosa hubo diferencias entre los
grupos R y NRNI con valores de 0.076mm y 0.053mm respectivamente p= (0.035). En
cuanto a la region fandica se encontrd diferencia significativa en la tinica mucosa entre los
grupos R e I (p=0.02). ). La respuesta a los estimulos alimenticio y de infeccion se observan
en las tanicas; muscular de la mucosa, cripta glandular y mucosa. En la tincién de PAS en la
region pildrica se encontraron diferencias significativas entre los grupos NRNI e | con valores
32.6 y 15.9% respectivamente (p=0.013), en la region fundica entre los grupos Rl y NRNI
con valores 4.91 y 1.52% respectivamente (p=0.003). Las células con reaccion positiva a la
tincién de PAS estan asociadas con la hiperplasia producida por la presencia del parasito, que
es mas evidente cuando hay restriccion alimenticia, ademas de una mayor presencia de estas

celulas en la region pildrica.



INTRODUCCION
ESTRUCTURA DEL ESTOMAGO DE RUMIANTES

El estomago de los rumiantes consiste de un rumen, reticulo, omaso y abomaso. Las tres
primeras caAmaras 0 pre estdmagos, estan recubiertas por un epitelio escamoso estratificado a
glandular. El primero de ellos, es una gran camara de fermentacion en la cual (bacterias y
protozoarios) descomponen los alimentos ingeridos y producen &cidos grasos Vvolatiles, estos
son absorbidos a traves del epitelio de la mucosa dentro de los vasos sanguineos de la ldmina
propia de la mucosa (Banks, 1993), donde las células profundas del epitelio ruminal juegan un

papel muy importante en su metabolismo (Coers, 2004).

La accién mecanica del reticulo y el omaso convierten la ingesta fermentada en particulas
finas. La absorcidn de los metabolitos ocurre a través del epitelio, después de esto la ingesta se

mueve al abomaso, donde ocurre la digestion enzimética (Banks, 1993).
HISTOLOGIA DE LAS REGIONES ABOMASALES

En cuanto al revestimiento del abomaso el epitelio es columnar simple, en comparacion del
escamoso estratificado queratinizado encontrado en las porciones no glandulares (rumen,
reticulo y omaso). Las diferencias histologicas en la tlnica mucosa gastrica del abomaso
permiten la identificacidn de tres regiones:

e Region del cardias: Tiene una marcada transicion del epitelio escamoso estratificado
a columnar simple. Las glandulas, son ramificadas, tubulares y enrolladas, estas tienen
dos porciones; el cuello que se localiza cerca de la apertura de la fosa gastrica y el
cuerpo que es un remanente del adenomero. El cuello y la porcién superior del cuerpo
tienen un revestimiento de células cuboidales, las células restantes son columnares y
ambas son secretoras de moco. También, se pueden encontrar células argentafines
localizadas entre las células de revestimiento de la glandula y la membrana basal.

e Region fandica es similar a la del cardias solo que las criptas glandulares son mas
largas y menos enrolladas. La longitud de las glandulas fundicas hace que el grosor de
la ldamina propia sea mayor y que la cantidad de tejido conectivo se reduzca entre las
glandulas ya que estdn muy cerca una de otra. Una glandula fundica se divide en istmo,

cuello cuerpo y base. El istmo es la apertura, la cual se continda con el cuello. El



cuerpo o tubo principal es la continuacion del cuello y termina como un adenomero
doblado y dilatado que es la base. En esta region se pueden encontrar tres tipos de
células, mucosas del cuello intercaladas entre las células parietales, las células
principales que son las predominantes en las glandulas fundicas y las células parietales
que estan dispersas a lo largo de la glandula hasta el cuello y metidas entre las células
principales.

e Region pilorica es similar a la region del cardias, las células predominantes son
productoras de moco, una caracteristica destacada en esta region es que se encuentra
una lamina circular propia de la tunica muscular bien desarrollada, que forma el
esfinter pilorico en la unién gastroduodenal (Banks, 1993). La diferencia entre las
glandulas pildricas y fundicas es que las glandulas piléricas tienen fosas gastricas méas
profundas (Coers, 2004).

Tipos celulares de las glandulas géastricas:

1. Células madre: presentes en el cuello de la glandulas dividiéndose y remplazando la
superficie del epitelio

2. Células mucosas del cuello, se localizan en el cuello de la glandula y secretan moco.

3. Células parietales (oxinticas), éstas secretan acido clorhidrico en el canaliculo y
forman invaginaciones de la membrana citoplasmatica.

4. Células principales (zimogénicas) secretan pepsindgeno.

5. Células enteroenddcrinas (argentafines), secretan localmente mensajeros quimicos
(serotonina, gastrina, somatostatina y entero glucagon) para controlar la digestion.
Estas células son consideradas parte del sistema neuroendocrino difuso, ya que algunas
de ellas consumen y procesan aminas biogénicas (Aughey, 2001).



Célula entercendocrina
{célula del SNED; céiuia APUD)

Figura 1. Composicion celular de la glindula fundica. (Tomado de Gartner 2002.)

Uno de los factores que pudiera afectar estos patrones histol6gicos normales del abomaso es la
restriccion alimenticia, la cual es comun en nuestro pais; por ejemplo en climas templados es
moderada, debido al alto precio en los insumos, en cambio en climas tropicales la restriccion
alimenticia se debe principalmente a la baja calidad del forraje, como efecto de las altas
temperaturas. Esta restriccion alimenticia genera un bajo aporte proteico, lo que afecta el
metabolismo y por ende la condicién corporal (Valderrabano et al., 2002, Doreau et al., 2003).
No obstante hay pocos trabajos dirigidos a describir las consecuencias de una restriccion

alimenticia en el desarrollo abomasal.

Otro factor que podria afectar la histologia del abomaso son los parasitos que se localizan en
este 6rgano. Se han observado cambios histolégicos generalizados asociados con parasitos en
el lumen del abomaso, debido a que el desarrollo larvario de nematodos dentro de las
glandulas, causa pérdida local de células parietales e hiperplasia de células productoras de
moco, reduciéndose la secrecion de &cido clorhidrico, con incremento de pepsindgeno y
gastrina sérica (Simpson, 2000), esto también fue observado por Scott et al, (1998), quienes
encontraron una reduccion en el nimero de células parietales e hiperplasia de células mucosas
en las glandulas abomasales de borregos parasitados por adultos de Ostertagia circumcita .

También se ha observado hipertrofia de la mucosa con aumento de células mononucleares e



infiltracion leucocitaria eosinofilica en el abomaso de corderos en infecciones experimentales
con Haemonchus contortus (Charleston, 1965), el cual se considera como el nematodo mas
importante en el sindrome de la verminosis gastroentérica debido a su distribucion mundial y

patogenia.

La presencia de Haemochus contortus ocurre tanto en animales jovenes como en adultos, sin
embargo, la presentacion clinica de la enfermedad es casi exclusiva de corderos. Ademas,
existen otros factores propios del hospedador que condicionan la severidad de la parasitosis,
como la especie, raza, estado nutricional y estado fisiologico (Cuéllar, 1992). En cuanto a
ovinos se han identificado razas con resistencia natural a la hemoncosis como la Blackbelly
(Yazwinski et al, 1980; Muiioz, 2007) y Katahdin (Burke et al, 2004).



ANTECEDENTES

En el desarrollo de rumiantes neonatos, la ingesta de alimento sélido es necesaria para
promover el desarrollo normal del rumen. Ademas, la energia por si sola no es el Unico factor
determinante regulador del tamafio de los organos viscerales a la edad del destete (Baldwin,
2000). Se ha observado en ratas destetadas que la restriccion de proteina en la dieta afecta al

estdbmago inhibiendo de cierta forma la proliferacion celular (Kasai et al, 2012).

La subalimentacion en ovinos de la raza blackbelly, afecta ligeramente la expresion de
resistencia contra Haemonchus contortus en lo que respecta la eliminacion de huevos
(correlacionada con la presencia de parasitos), sin influir en la ganancia de peso y condicion
corporal (Alcantara y Garcia, 2011). Por otro lado, en trabajos realizados con animales
genéticamente susceptibles y resistentes, se observé que la suplementacion de proteina
metabolizable en la dieta influye positivamente en la respuesta de los ovinos a la hemoncosis,
mostrando menor cantidad de huevos por gramo de heces (HGH) y cambios fisiopatoldgicos
(edema submandibular, mucosas palidas, anorexia) (Wallace et al, 1999) con diferentes

respuesta reportada en cada uno de ellos (Wallace et al., 1995, 1996).

Las dietas con elevada proteina incrementan la resistencia hacia Haemonchus contortus, esta
se refleja en menores cantidades de HGH y baja carga parasitaria en razas resistentes. En razas
suceptibles promueve la resiliencia; pues se observo que cuando estos animales fueron
suplementados con proteina tuvieron mejores niveles en el volumen del paquete celular
(VPC), proteina total en plasma y ganancia de peso en comparacién con animales de la misma

raza no suplementados (Bricarello et al, 2005).

En trabajos realizados por koski et al, (1999) y Valederrabano et al. (2002) concluyeron que
niveles adecuados de proteina en la dieta mas la suplementacion de energia mejoran la calidad

de la canal y promueven el desarrollo de resistencia a nematodos gastroentéricos.

Se ha establecido que la respuesta a helmintos en mamiferos incluyendo los ovinos se
caracteriza por eosinofilia tisular y sistémica (Wildblood et al, 2005), los eosinéfilos poseen
mediadores extremadamente potentes que pueden dafar y matar estadios larvarios infectantes
en la mayoria de los helmintos (Meeusen y Balic,. 2000). La eosinofilia se ha relacionado con

la resistencia a Haemonchus contortus en ovinos de la raza Merino y Romney, ya que hay una



correlacion negativa entre el nimero de HGE y los eosindfilos en sangre pero no con los
tisulares (Hohenhaus y Outteridge, 1995). Aunque la mas importante es la respuesta tisular ya
que es donde se aloja el parasito y donde se ha reportado que la respuesta que protege en una
raza de ovinos resistente es mediada por la proliferacion en la mucosa abomasal de mastocitos,
leucocitos globulares ademéas de la eosinofilia (Gamble and Zajac, 1992), ademéas de una
respuesta de anticuerpos especifica principalmente por IgGl e IgA (Gill et al, 1993?; Schaling
et al, 1995).

Balic et al, (2002) describe dos mecanismos efectores de resistencia, uno de ellos es la rapida
expulsién de larvas recién ingeridas, en la cual los mastocitos son considerados un factor
importante; el otro mecanismo efector mencionado por este autor es la expulsion de las larvas
cuando se encuentran en su fase de invasién tisular. Se sabe que los mastocitos secretan
mediadores quimicos como leucotrienos, proteasa de mastocitos de ovino (PMO), histamina y
prostaglandinas (Metcalfe, 1984; Jones Huntley &Emery, 1992). La induccién de la
sensibilizacion de mastocitos en la mucosa puede fallar debido a que una respuesta a parasitos
es totalmente funcional en un ovino alrededor de los 9 meses de edad cuando es considerado
adulto (Hein y Mackay, 1991). Por estas razones se realiz6 la tincion azul de toluidina en este
trabajo, para contar los mastocitos presentes y poder evaluar la respuesta inmune a la infeccién

artificial por Haemonchus contortus con y sin restriccion alimenticia en corderos blackbelly.

La infeccion por Haemonchus contortus no solo afecta en la celularidad a nivel inmunolégico
también se ha observado cambios en la morfologia del abomaso como lo son hiperplasia de
células productoras de mucina y una marcada reduccién en el namero de células parietales
(Christie et al, 1975), esto también ocurri6 en la inoculacién de adultos de Ostertagia.
circumcincta el cual es otro nematodo presente en el sindrome de la verminosis gastroentérica
y que se localiza en el abomaso como Haemonchus contortus, solo que este parasito forma
nodulos en la mucosa (Scott et al, 1998). Los cambios histoldgicos después de una infeccion
con O. circumcincta son mas evidentes en animales adultos por la mayor infiltracion celular.
(Salman, 1984).

La hiperplasia de células productoras de mucina puede evaluarse por medio de la tincion de
PAS ya que esta tifie células productoras de mucina neutra, las cuales estan presentes en

abomaso (Myers, 2009), corroborando con la medicion de la longitud de la mucosa,



encontrando Scott et al. (1998) un mayor grosor en la mucosa fundica abomasal de animales
parasitados con O. circumcita.



JUSTIFICACION

El crecimiento normal del rumen de animales en desarrollo, es influenciado por la ingesta de
alimentos solidos. La infusion oral de acidos grasos volatiles no estimulé el rumen, sin
embargo, el crecimiento del tejido intestinal si fue estimulado. Ademas, la energia por si sola
no es el anico factor determinante regulador del tamafio de los 6rganos viscerales a la edad del
destete. Por lo cual se requieren investigaciones adicionales para determinar los efectos
especificos de la nutricion en el metabolismo energético de los 6rganos viscerales y para
dilucidar los factores y mecanismos que controlan estos importantes procesos (Baldwin,
2000).

Hay relativamente pocos reportes de los cambios adaptativos en la histologia del abomaso
durante una restriccion alimenticia y son nulos los trabajos dirigidos a la evaluacién
histologica durante la restriccion alimenticia aunada a la infeccion artificial con Haemonchus
contortus. Aunque hay bastantes trabajos sobre hemoncosis, la mayoria de estos solo hacen
referencia a la respuesta inmunoldgica (Balic et al; 2000; Mufioz, 2007; Pérez, 2008). Por lo
cual el presente trabajo se realiz6 para obtener mas informacion sobre la histologia abomasal

cuando estan presentes estos dos fenémenos.



HIPOTESIS

La restriccion de alimento y la hemoncosis experimentales producen cambios adaptativos en la

histologia del abomaso de ovinos Blackbelly.

OBJETIVOS

Objetivo general.
— Evaluar el efecto de la restriccion alimenticia y la hemoncosis experimental sobre

algunas caracteristicas histolégicas del abomaso.

Objetivos particulares.

— Comparar el grosor de las diferentes capas del abomaso en animales sometidos a
desnutricion y a una infeccion experimental con H. contortus.

— Comparar la cantidad de células reaccién positiva a la tincion de PAS, presentes en la
region pilérica y fandica del abomaso para evaluar la posible hiperplasia de células
productoras de mucina de los animales trabajados.

— Contar y comparar la cantidad de mastocitos presentes en la region pilérica y fundica
del abomaso tefiidos con azul de Toluidina, para evaluar la respuesta local a la

presencia del parésito.
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MATERIAL Y METODOS

El presente trabajo se efectud en el laboratorio 3 de “Patogenicidad Microbiana” en la Unidad
de Investigacion Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM y

laboratorio de Diagndstico Integral Veterinario DIVET®.

Las muestras empleadas, provinieron de los animales utilizados en el proyecto PAPIIT-
IN218909-2 titulado “Efecto del estado nutricional sobre la expresion de resistencia a
Haemonchus contortus en ovinos infestados experimentalmente”. Se trabajaron muestras de
las porciones fandica y pilérica del abomaso de cada animal utilizado en el proyecto
mencionado anteriormente, los cuales fueron ovinos machos Blackbelly de menos de un afio
de edad, recibiendo el siguiente manejo:

Una vez recibidos los animales se dieron cinco semanas de adaptacion a las nuevas
condiciones de manejo y alimentacion, esta Gltima consistié en alimento comercial (ovina 14
de purina) en una proporcion de 80 % de alimento y 20 de forraje, la cantidad de alimento
ofrecido se calcul6 en funcion al 4 % de peso vivo.

A partir de la 6% semana se comenzo la restriccion de alimento dividiendo en dos grupos
iniciales. La alimentacion consistio en proporcionar el 100% de las necesidades nutricionales
diarias (dieta no restringida) segun las recomendaciones del National Research Council
(NRC) vy el 50% de dichos requerimientos (dieta restringida). En la 10% semana con dieta
completa o restringida, los animales se subdividieron en cuatro grupos como se indica en la
Tabla 1. Los animales de los grupos con infeccién, fueron inoculados con 5,000 larvas de
Haemonchus contortus (1.000 larvas/semana durante cinco semanas); para esto, se emple6 una
cepa de H. contortus aislada y mantenida en la FES Cuautitlan, dicha inoculacion se realizd

mediante un sondeo buco ruminal.
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Grupo N Restriccion de dieta Hemoncosis experimental

I 14 No Si
NRNI 3 No No
RI 15 Si Si
R 3 Si No

Tabla 1. Agrupacion de los animales de donde provinieron las muestras.

Las siguientes cinco semanas posteriores al desafio los animales fueron monitoreados
(eliminacion de huevos) dentro de cada grupo experimental, posteriormente fueron

sacrificados y se contaron los nematodos adultos presentes.

Dindmica en la eliminacion de huevos.

A los 15 dppi los animales que recibieron ambas dietas (100% y 50%) mostraron promedios
bajos en la eliminacién de huevos (13.3 y 14.3 hgh, respectivamente). Los ovinos con la dieta
al 100% mantuvieron una baja eliminacion de huevos (>100 hgh), excepto a los 28dppi (133.3
hgh). Los que tenian restriccion alimenticia, mostraron un incremento en la eliminacion de
huevos llegando a los 200 hgh a los 28dppi y 1000 hgh en el muestreo correspondiente a los
56 dppi.

Fases adultas de Haemonchus contortus.

El grupo que accedio al 50 % de sus requerimientos nutricionales tuvo un promedio de 163.4
fases adultas (FA) de H. contortus, mientras que el grupo que recibié el 100% de esas
necesidades, solo se recuperaron 32.5 FA por animal.

Las muestras del abomaso se tomaron inmediatamente después del sacrificio y fueron fijadas

en para formaldehido al 4%, donde se mantuvieron hasta su uso.

Procesamiento de tejidos:
Las muestras de abomaso fueron seleccionadas y se realizaron secciones de aproximadamente
2 X 2 cm, cuidadosamente fueron colocadas en capsulas histoldgicas, posteriormente, se

enjuagaron con agua corriente y se sometieron a un tren de deshidrataron con alcohol etilico
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en concentraciones crecientes (72°, 80°, 90°, 96° y absoluto) durante una hora en cada uno,
después se procedio a la aclaracién con xilol/alcohol (un cambio) por 30 minutos y xilol
absoluto (dos cambios) por 5 minutos en cada cambio (Barrera y Cardenas, 1997; Reyes,
2006). Posteriormente se infiltraron en parafina liquida por 48 horas a 56-60°c, e incluyeron
en parafina (Reyes 2006).

Una vez que se obtuvieron los cubos de parafina con los tejidos incluidos se realizaron cortes
de 5um de espesor con ayuda de un microtomo.

Los cortes fueron colocados en un bafio de temperatura constante con agua a 37°C que
contenia (1g de grenetina por 1 litro de agua), esto para extenderlos, evitar pliegues y que se
pudieran adherir al portaobjetos, se secaron en una platina a 60° C. (Barrera y Cardenas,
1997).

Muestras - Lav§do enagua Tren deshidratacion alcohol etilico
corriente (%) 72—80-90-96- 100
1 hora
Inclusion en imbibidon Xilo] e XilOI Alcohol
parafina en parafina | Xilol
Mediahora

!

Cortes en
microtomode
Sum de espesor

TincionH-E Revisionde laminillas al
PAS ‘ microscopio
Azul de toluidina P

Figura 2. Diagrama de flujo del utilizado para procesar las muestras.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los datos obtenidos fueron analizados mediante un analisis ANOVA con la prueba T de
student, para la comparacion de medias entre grupos para cada una de las variables, con un
valor de p (<0.05) para aceptar diferencias estadisticamente significativas. Los analisis

estadisticos se realizaron con el apoyo de los programas Excel (Microsoft Office) y SPSS 17.

COMPARACION DEL GROSOR DE LAS CAPAS DEL ABOMASO
Para realizar la comparacion del grosor de las capas se utilizo la tincion Hematoxilina-Eosina.

La medicion de las criptas géstricas, tunicas mucosa, muscular de la mucosa, submucosa,
muscular y serosa, se observaron al microscopio y se capturaron imagenes de 3 regiones
aleatorias en porcién fundica y pilérica con un lente objetivo de 10x y lente ocular de 10x
desde la serosa hasta la superficie de la mucosa, con la ayuda de un analizador semiautomatico
y software de andlisis de imagenes (Image Pro Plus, image tool 3.0) se realizaron las

mediciones.

PORCENTAJE DE CELULAS REACCION POSITIVA A LA TINCION DE PAS (ACIDO PERIODICO
DE SHIFT)

En este caso los cortes de los tejidos, se tifieron con P.A.S, se observaron en el microscopio
con un lente objetivo de 40x y lente ocular de 10x, se revisaron 10 campos aleatorios desde la
muscular de la mucosa hasta la superficie de ésta.

Por medio de un analizador semiautomatico y un software de analisis de imagenes (Image Pro
Plus, image tool 3.0), se contaron células con reaccion positiva a la tincion de P.A.S y el total

de células presente por campo para sacar un porcentaje de células P.A.S reaccién positiva.

CELULAS CON METACROMACIA (AZUL DE TOLUIDINA)
Se revisaron 20 campos aleatorios con un lente objetivo de 40x y lente ocular de 10x desde la

submucosa hasta la superficie de la mucosa para el conteo de mastocitos presentes en las
regiones fandica y pilérica por medio de un analizador semiautomatico y un software de

analisis de iméagenes (Image Pro Plus, image tool 3.0).
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RESULTADOS
Tincién de Hematoxilina-Eosina.

Para poder mostrar si hubo algun efecto de la restriccion alimenticia y la hemonchosis en el
grosor del abomaso, se realizé el acumulado; que es la sumatoria de las tnicas mucosa,
muscular de la mucosa, submucosa, muscular del 6rgano y serosa, dicho resultado se presenta
en la Figura 3. En la cual podemos observar que el acumulado de los grupos NRNI, I, Ry RI
en la RPA fue mayor en comparacion con su contraparte de la RFA, teniendo ésta casi la

mitad del grosor que la RPA en todos los grupos.

3 -
REA B8 MUCOSA
# MUSCULAR DE LA MUCOSA
2.5 B SUBMUCOSA
EMUSCULAR %:ﬁ
| % SEROSA %
E 3\
15 \
.
. N\
0.5 -
O L T T T T T T

NRNI I NRNI | R RI

Figura 3. Acumulado de las tinicas en las regiones pilorica (RPA) y fundica (RFA) del abomaso en cada grupo. Testigo (NRNI),
infectado con Haemonchus contortus (1), con restriccion alimenticia (R), infectados con Haemonchus contortus y con

restriccion alimenticia (RI).
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ACUMULADO REGION PILORICA

En la Figura 4, se muestra el resultado del acumulado de la RPA. Aqui, se puede observar un
mayor grosor en el acumulado de las tanicas en los grupos tratados I, R, RI, en comparacion
con el grupo testigo NRNI, siendo el grupo | quien presento el mayor grosor (2.74mm),
seguido por el grupo RI (2.72mm), R (2.67mm) y por ultimo NRNI (2.30mm), aunque

ninguna de estas diferencias fue estadisticamente significativa.

3.5 ~

3.0 - 2.72

2.30
2.5

——

2.0 -
S
S
1.5 -
1.0 -

0.5 -

0-0 T T T 1
NRNI I R RI

Figura 4. Media de los acumulados de las tinicas del abomaso en la region pilorica de los grupos trabajados. Testigo (NRNI),
infectado con Haemonchus contortus (1), con restriccion alimenticia (R), infectados con Haemonchus contortus y con

restriccion alimenticia (RI).
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ACUMULADO REGION FUNDICA
En la Figura 5, se muestra el resultado del acumulado dela RFA donde se observa el grupo RI
fue el de menor grosor (1.29mm), seguido en orden ascendente por el grupo NRNI (1.31mm),
I (1.32mm), siendo el grupo R el que presentd mayor grosor (1.38mm), en este caso tampoco

se observaron diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 5. Media de los acumulados de las tunicas del abomaso en la region Fundica de los grupos trabajados. Testigo (NRNI),
infectado con Haemonchus contortus (1), con restriccion alimenticia (R), infectados con Haemonchus contortus y con

restriccion alimenticia (RI).
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Figura 6. Medida promedio del grosor de las diferentes tunicas de la region pilérica del abomaso en los animales de los grupos,
Testigo (NRNI), infectado con Haemonchus contortus (I), con restriccion alimenticia (R), infectados con Haemonchus

contortus y con restriccion alimenticia (RI). * Indican diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05).

En la RPA la tanica muscular fue la de mayor grosor seguido por submucosa, mucosa,
muscular de la mucosa y por Gltimo serosa ya que este es un epitelio simple. Los promedios
del grosor de la tanica serosa van de 0.05 mm a 0.08 mm, en la tinica muscular de 0.91 mm a
1.34 mm, en submucosa de 0.06 mm a 0.08 mm, en la muscular de la mucosa de 0.05 mm a

0.14 mm, mucosa de 0.45 mm a 0.64 mm y cripta de la glandula de 0.15 mmy 0.27 mm.

En la mucosa hubo diferencia significativa entre el grupo NRNI e RI con valores de 0.45mm y
0.64mm respectivamente con valor (p=0.003). En cuanto a la cripta glandular entre el grupo R,
I y el NRNI con valores de 0.27mm, 0.21mm y 0.15mm (p =0.012), y (p=0.008)
respectivamente, en la muscular de la mucosa hubo diferencias entre los grupos R y NRNI

con valores de 0.076mm y 0.053mm respectivamente y (p=0.035).
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Figura 7. Medida promedio del grosor de las diferentes capas de la regién fundica del abomaso en los animales trabajados.
Testigo (NRNI), infectado con Haemonchus contortus (1), con restricciéon alimenticia (R), infectados con Haemonchus
contortus y con restriccién alimenticia (RI). * Indica diferencia estadisticamente significativa (p< 0.05).

En la RFA la tanica muscular fue la de mayor grosor, después la mucosa, submucosa, serosa y
muscular de la mucosa. Los promedios del grosor de las tunicas son: serosa de 0.57mm a
0.10mm, muscular de 0.47mm a 0.71mm, submucosa de 0.20mm a 0.27mm, muscular de la
mucosa de 0.02mm a 0.03mm, mucosa de 0.36mm a 0.48mm vy cripta de la glandula de
0.07mm a 0.11mm.

Solo se observo diferencia estadistica en la tinica mucosa entre los grupos R e | (p=0.02).
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Figura 8. Media del porcentaje de células reaccion positiva a la tincion de PAS de las regiones pildrica y fundica del abomaso
de los grupos trabajados. Testigo (NRNI), infectado con Haemonchus contortus (1), con restriccion alimenticia (R), infectados
con Haemonchus contortusy con restriccion alimenticia (RI). * Indica diferencia estadisticamente significativa p (< 0.05).

En la Figura 8, se presentan los porcentajes de células con reaccion positiva a la tincion de
PAS (productoras de mucina) en la RPA y RFA de la tinica mucosa. En la RPA se observo un
mayor porcentaje de células con reaccion positiva a la tincion de PAS observandose
diferencias significativas entre los grupos NRNI e | con valores 32.6 y 15.9% respectivamente
(p=0.013), y en la RFA entre los grupos Rl y NRNI con valores 4.91 y 1.52% respectivamente
(p=0.003).

Tincion Azul de toluidina

En todas las muestras revisadas no se encontraron células con metacromacia.
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DISCUSION

En la mucosa de la region pilorica se observa la interaccion entre la restriccion alimenticia y la
infeccion, donde el grupo RI tuvo una mayor longitud que el NRNI en la que se esperaria lo
contrario, esto siendo estadisticamente significativo, pero hay estudios previos que podrian
explicar esta situacion ya que la presencia de parésitos gastrointestinales puede disminuir el
consumo voluntario y la eficiencia de la utilizacion de los nutrientes (Coop et al, 1977),
aunado a la infeccion parasitaria que provoca cambios adaptativos en la mucosa.

La diferencia encontrada en la cripta de la gldndula de la regién pil6rica entre los grupos
NRNI y R siendo en el dltimo de mayor longitud, puede ser debido al estrés que la restriccion
provoca, reflejandose en un aumento en el pH por la secrecion de acido clorhidrico que se ha
observado en cabras y borregos (Zhao et al, 1993; Kabré et al, 1995), esto aunado a una
menor ingestion de fibra por la restriccion alimenticia en comparacion con el grupo NRNI lo
cual pudo influir en el desarrollo de la glandula y por ende una mejor condicion fisioldgica
para la digestion de alimentos (Ybalmea, 2005). El efecto de la restriccion también se observa
en la capa muscular de la mucosa donde el grupo R tuvo un mayor grosor que el grupo NRNI,
en la cual la restriccion evita que haya una distencion suficiente del intestino delgado con
quimo que incremente la acidez y productos de la protedlisis que activen un reflejo neural
que disminuya la motilidad géastrica (Banks, 1993), esto como un mecanismo adaptativo para
garantizar la absorcion de nutrientes de la dieta, ya que esta funcion es esencial para mantener
el metabolismo y crecimiento (Kasai et al, 2012).

En cuanto a lo ocurrido entre el grupo NRNI e | en la cripta de la glandula pilérica, la mayor
longitud en el grupo infectado con las L3 de H. contortus es debido a que como se ha
observado anteriormente estas penetran las criptas glandulares (Meana y Rojo, 1999),
provocando cambios adaptativos como hiperplasia de células productoras de moco (Christie et
al, 1975; Salman et al, 1984; Scott et al, 1998).

En cuanto a la region fundica se encontr0 diferencia estadisticamente significativa en la
mucosa entre los grupos restringido e infectado, en estos grupos se observa una interaccion
entre la infeccidn y restriccidon alimenticia teniendo mayor grosor el grupo |, debido a que las
L3 de H. contortus tienen afinidad por la mucosa de la region fandica provocando la
hiperplasia de células productoras de moco (Meana y Rojo, 1999), ademéas que se ha
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observado que la nutricion e infeccidn influyen en los pesos de los tejidos y rendimiento de
canal (Valderrabano et al, 2002), esto pudiera tener una relacion con el mayor desarrollo en la
mucosa del grupo sin restriccion alimenticia ya que esta regula la proliferacion de células
epiteliales en el tracto gastrointestinal (Kasai et al, 2012).

En las células con reaccion positiva a la tincion de PAS en la region pildrica hay diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos NRNI e | en la cual el grupo NRNI tuvo mayor
porcentaje ya que no fue afectado el epitelio, ya que H. contortus se establece en la region
fandica ademas que con los nutrientes necesarios se desarrolla normalmente el epitelio
(Valderrabano, 2002). Y que se ha observado que el efecto de la restriccion de proteina es
mas severa en el estbmago que en el intestino en un trabajo realizado en ratas (Kasai et al,
2012). En el presente estudio hubo un mayor porcentaje de células con reaccion positiva ala
tincién de PAS en la RPA comparada con la RFA lo que confirma respuestas diferentes entre
regiones (Murioz et al, 2012).

En la region fundica hubo diferencia estadistica entre los grupos NRNI y Rl en la que el grupo
infectado con restriccidn alimenticia tuvo el mayor porcentaje de células con reaccion positiva
a la tincion de PAS ya que es generalmente asociada a la hipergastrinemia por la presencia de
este nematodo que es provocado por una hiperplasia de células productoras de mucina (Scott
et al, 1998).

En todas las muestras revisadas no se encontraron células con metacromasia (mastocitos) esto
se debié probablemente a que la revision fue aleatoria, ademas estudios previos han
demostrado que estos se encuentran en nimeros muy bajos, encontrando hasta 9 mastocitos
por centimetro cuadrado en corderos Blackbelly infectados con H. contortus (Salman1984;
Mufioz, 2007). Ademas de que se ha observado en primeras infecciones con Haemonchus
contortus no inducen una sensibilizacion de mastocitos incluso después de adminsitrar por 12

semanas dosis de 1000 L3 por semana (Bendixen et al, 1994).
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CONCLUSIONES

Se observé una respuesta a la restriccion alimenticia e infeccidn en las tinicas mucosa,
cripta glandular y muscular de la mucosa.

Las células con reaccion positiva a la tincion de PAS tienen asociacion con la
hiperplasia de células productoras de moco por la presencia del parasito y es mas

evidente en la restriccion alimenticia

Hay mas células con reaccion positiva a la tincion de PAS en la region pildrica

abomasal.

No se identificaron mastocitos presentes en todas las muestras trabajadas.
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ANEXO TINCIONES

1. Tincion de Hematoxilina-Eosina (H-E)

1.

© 0 N o g b~ DD
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Xileno al 100% 10 minutos.
Alcohol absoluto 2 minutos.
Alcohol al 96% 2 minutos.
Alcohol al 80% 2 minutos.
Alcohol al 70% 2 minutos.
Alcohol al 60% 2 minutos.

Agua destilada 3 minutos.
Hematoxilina de Harris 10 minutos

Agua corriente 3 minutos.

. Se observa al microscopio para ver la tonalidad de la muestra del tejido.

. Alcohol acido al 70% (99cc EtOH al 70% + 1cc HCI concentrado) 3 segundos.
. Agua corriente 3 minutos.

. Se verifica en el microscopio que se diferenciaran los nucleos del citoplasma.

. Eosina alcohélica “solucion de trabajo” 5 minutos.

. EtOH al 96% 60 segundos.

. EtOH absoluto 15 minutos.

. Xileno al 100% por 15 minutos.

18.

Se le agrega una gota de resina a la laminilla y se coloca un cubreobjetos.

Descrita por Gaete (1996) y Bancroft (2008).
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2. Tincion de Acido Periddico de Shift (P.A.S).
1. Xileno al 100% 10 minutos.

Alcohol absoluto 2 minutos.

Alcohol al 96% 2 minutos.

Alcohol al 80% 2 minutos.

Alcohol al 70% 2 minutos.

Alcohol al 60% 2 minutos.

Agua destilada 3 minutos.

Acido periodico 5 minutos.

© 0o N o g bk~ w DD

Lavar con agua destilada.
. Reactivo de Schiff.

[
= O

. Tres lavados de 4cido sulfuroso, de dos minutos cada uno.

[EEN
N

. Lavar con agua corriente.

[EEN
w

. Contraste con hematoxilina de Harris 30 segundos y diferenciado con alcohol &cido.

[EEN
IS

. Lavar con agua destilada.
. EtOH al 96% 60 segundos.
. EtOH absoluto 15 minutos.

N e
~N O Ol

. Xileno al 100% por 15 minutos.
18. Se le agrega una gota de resina a la laminilla y se coloca el cubreobjetos.
Descrita por Luna (1998).
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3. Tincion de Azul de toluidina
SOLUCION STOCK AZUL DE TOLUIDINA

Azul de toluidina------------ 19
Alcohol al 70%----------------- 100 ml
CLORURO DE SODIO (1%)
Cloruro de sodio--------------- 05¢
Agua destilada------------------ 50mi

Se ajusta el pH a 2.0- 2.5 con HCL. La solucion se prepara cada vez que se use

SOLUCION DE TRABAJO AZUL DE TOLUIDINA (PH 2.0-2.5):

Solucién stock azul de toluidina------------- 5ml

Solucién cloruro de sodio 1%, pH 2.3-----45ml

Se homogeniza la solucién y ajusta el pH de 2.3-2.5, la solucion debe ser fresca y después de

usar se desecha.

Xileno al 100% 10 minutos.
Alcohol absoluto 2 minutos.
Alcohol al 96% 2 minutos.
Alcohol al 80% 2 minutos.
Alcohol al 70% 2 minutos.
Alcohol al 60% 2 minutos.
Agua destilada 3 minutos.

Solucion de trabajo azul de toluidina 3 minutos.

© © N o g bk~ w0 DR

Lavar en agua destilada 3minutos.
. EtOH al 95% 10 inmersiones.

. EtOH absoluto 10 inmersiones.

[ S N
N B O

. EtOH absoluto 10 inmersiones.

[EN
w

. Xilol absoluto 3 minutos.

[EEN
IS

. Xilol absoluto 3 minutos.
15. Se le agrega una gota de resina a la laminilla y se coloca el cubreobjetos.
Descrita por Bancroft (2008).
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4. Imagenes

Fotomicrografia de cortes en microtomo de mucosa abomasal de ovinos procesado con la técnica de tincion de hematoxilina-

eosina objetivo (4x), (a) Mucosa, (b) muscular de la mucosa, (c) submucosa, (d) muscular, (e) serosa. Aumento de 40x.

Fotomicrografia de cortes en micrétomo de mucosa abomasal de ovinos procesado con la técnica de Acido

Periodico de Shift (Objetivo 40x). la letra (a) indica las células con reaccion positiva a la tincién de PAS.
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Microfotografia de cortes en microtomo de mucosa abomasal de ovinos procesado con la técnica de tinciéon de azul de

toluidina (Objetivo 40x)
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