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RESUMEN

Haemonchus contortus es el nematodo gastroentérico mas importante de los ovinos en
todo el mundo. Se ha demostrado que la administracion de un extracto de metacestodo de
Taenia hydatigena (ExMTh), induce proteccidn en corderos contra H. contortus asociada a
algunos efectores inmunoldgicos. En el presente trabajo, se evaluaron los niveles de
anticuerpos de la clase 1gG en corderos con proteccion inducida por dicho extracto. Se
utilizaron corderos de raza Columbia divididos en cuatro grupos: Los corderos del grupo 1
(n=5) se utilizaron como grupo testigo, los corderos del grupo 2 (n=15) recibieron 5000
larvas 3 de H. contortus el dia O del experimento, los corderos del grupo 3 (n=15)
recibieron por via parenteral el ExXMTh los dias —10, -6, y -2, y el dia 0 recibieron 5000
larvas 3 (L3) de H. contortus; los corderos del grupo 4 (n=15) recibieron so6lo por via
parenteral el ExXMTh los dias —10, —6, y —2. Semanalmente se tomaron muestras de materia
fecal de todos los corderos para el conteo de huevos por gramo de heces (hgh) en materia
fecal y se tomaron muestras de sangre para la medicion de los niveles de 1gG sérica anti-L3
de H. contortus durante las siguientes 7 semanas post-infeccion. Los corderos del grupo 2
eliminaron mayor cantidad (p<0.05) de hgh que los corderos grupo 3 en la semana 7 post-
infeccion (p.i.). Tanto la infeccion como la administracion de ExMTh, indujeron la
produccién de IgG sérica anti-L3 de H. contortus. Los corderos del grupo 4 mostraron
mayores niveles de 1gG sérica anti-L3 de H. contortus a partir de la semana 1 y hasta el
final del experimento (p<0.05) que los corderos del grupo 1. Los corderos del grupo 3
mostraron mayores niveles (p< 0.05) de IgG sérica anti-L3 de H. contortus solo en la
semana 7 p.i que el grupo 1 y mayores niveles en esta misma semana que los corderos del
grupo 3 aunqgue esto ultimo no fue significativo (p= 0.39). Los corderos del grupo 2
mostraron mayores niveles de IgG anti-L3 de H. contortus que los corderos del grupo 1 sin
embargo esto no fue significativo (p=0.15). Se observé correlacion negativa entre los
niveles de IgG anti-L3 y el nimero de hgh (r = -0.40). Estos resultados confirman la
proteccién previamente observada inducida por el EXMTh, indican posibles fendmenos de
reaccion cruzada entre antigenos del ExMTh y antigenos de H. contortus y, sugieren que la

proteccion observada esta relacionada con los niveles de anticuerpos producidos.




1. Introduccién

Los nematodos gastroentéricos (NGE) constituyen uno de los principales problemas en
las unidades de produccion ovina, diferentes géneros de NGE pueden alojarse en el tracto
digestivo de los pequefios rumiantes y producir importantes trastornos metabdlicos
(Cuéllar, 1986). Los NGE mas frecuentes en los ovinos de México, son: Haemonchus
contortus, Teladostargia circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia sp., Strongyloides
papillosus, Chabertia ovina, Nematodirus sp., Oesophagostomum sp. y Trichuris ovis
(Quirdz, 2003), cada uno tienen afinidad por ciertas partes del tracto digestivo, asi hay
especies que se localizan en abomaso, en el intestino delgado y otras en ciego y colon,
(cuadro 1).

Debido a su alta incidencia en todo el mundo, su patogenicidad y su distribucion
geografica, se considera que H. contortus es el nematodo mas importante en los ovinos de
México y el mundo, (Cuéllar, 1986; Quir6z, 2003). La infeccion por este parasito se
denomina hemoncosis y su consecuencia mas importantes es la pérdida de la eficiencia
bioldgica del rebafio (afectando la nutricion y desarrollo normal de los individuos) y el
favorecimiento de la aparicion de enfermedades secundarias, produciendo en consecuencia

cuantiosas pérdidas a la produccion (Cuéllar, 2003; Montero et al., 2004).

El mayor impacto econdmico se observa en los sistemas de produccion en pastoreo,
especialmente en los paises con clima tropical, en los que existen abundantes
precipitaciones pluviales durante el verano (George, 1993; Radostitis et al., 2002), lo que
favorece la dinamica de la infeccion en los pequefios rumiantes (Leathwick et al., 1992,
Learmount et al., 2006). La transmision se realiza por la ingestion de pasturas
contaminadas con larvas del tercer estadio de desarrollo (L3). La enfermedad tiene un curso
agudo, subagudo y cronico o subclinico (Soulsby, 1998; Quirdz, 2003).




Cuadro 1. Nematodos gastroentéricos mas frecuentes en los ovinos de México. (Cuéllar,

2003)
Orden Familia Género y especie Hospedador Localizacion
Strongylida | Trichostrongylidae | Haemonchus contortus Ovino, caprino | Abomaso
Mecistocirrus digitatus Rumiante Abomaso
Teladorsagia sp. Ovino, caprino | Abomaso
Marshallagia marshalli Ovino, caprino | Abomaso
Trichostrongylus axei Rumiantes, Abomaso
cerdos, equinos
Rhabdatida Strongyloidea Strongyloides papillosus Rumiantes Intestino
delgado
Strongylida | Trichostrongyloidea | Trichostrongylus sp. Rumiantes Intestino
Nematodirus sp. Ovino delgado
Cooperia cuticei Ovino, caprino | Intestino
delgado
Intestino
delgado
Strongylida | Ancylostomatoidea | Bunostomum Ovino Intestino
trigocephalum; Ovino, caprino | delgado
Gaigeria pachyscelis Intestino
delgado
Strongylida | Trichosnemastidae | Oesophagostomum sp. Ovino, caprino | Col6n
Chabertia ovina Rumiantes Colon
Ascaridia Oxyuridae Skrajbinema ovis Ovino, caprino | Ciego
Enoplida Trichuridae Trichuris ovis Rumiantes Ciego




2.1 Generalidades de Haemonchus contortus

Este gusano, también es conocido como gran gusano del estomago, gusano del
cuajar (Soulsby, 1987), gusano en poste de barbero (Lapage, 1976), gusano contorneado
(Borchert, 1981). Su clasificacion taxondmica es:

Reino: Animalia

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Nematoda

Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Trichostrongylidae
Género: Haemonchus

Especie: contortus

Se localiza en el abomaso de ovinos y caprinos principalmente, ademas se le puede
encontrar en bovinos y numerosos rumiantes silvestres (Quir6z, 2003), mide en promedio
de 10 a 30 mm de longitud. El extremo ceféalico es muy delgado, posee una pequefia
capsula bucal, con un fino diente o lanceta que se origina en el lado dorsal. Tiene papilas
cervicales prominentes, en forma de espinas. La bolsa copuladora del macho es grande,
tiene dos grandes rayos laterales, uno dorsal pequefio y asimétrico en forma de Y invertida.
Las papilas son relativamente cortas, hay papilas prebursales y posee un gobernaculo. La
vulva esté en la parte posterior del cuerpo y esta cubierta por una protuberancia, solapa o
proceso lingtiforme (Figura 1). EI macho tiene un color rojizo uniforme, mientras que en la
hembra, los ovarios son blancos enrollados en espiral alrededor del intestino rojo, le dan un
aspecto rayado. Las espiculas miden de 0.46 a 0.56 mm de longitud y cada una lleva una
pequefia lengleta cerca del extremo (Soulsby, 1987). Los machos miden de 10 a 20 mm y
las hembras de 18 a 30 mm (Lapage, 1976; Soulsby, 1987 y Quiroz, 2003). Los huevos
tienen una forma ovoide son incoloros miden de 70-85 por 41-48 um (Soulsby, 1987).




Figura 1.- a) extremo anterior de H. contortus, b) hembra: membrana vulvar, ¢) Macho:
bolsa copulatriz (Thekebun, 2008).

2.2 Ciclo bioldgico

El ciclo biologico de H. contortus es directo y fue descrito originalmente por Veglia
en 1915 (Nikolaou y Gasser, 2006). Las hembras pueden producir de 5,000 a 10,000
huevos al dia; la produccién aumenta hasta que se alcanza una puesta maxima
aproximadamente por el dia 26 post-infeccion y, posteriormente son eliminados en la

materia fecal.

Si las condiciones ambientales son adecuadas, se desarrolla la larva 1 (L1) dentro
del huevo que eclosiona en la materia fecal en 1 6 2 dias (Quir6z, 2003). Esta se alimenta
de bacterias del medio donde se encuentra. La larva crece, muda de cuticula (ecdisis) y se
transforma en larva 2 (L2), que también se alimenta de bacterias y crece hasta que madura,
produce una nueva cuticula, pero la cuticula de la L2 no se desecha y permanece como una
envoltura alrededor de la larva 3 (L3), esta cuticula la aisla del ambiente y de condiciones
climaticas desfavorables (Soulshy, 1987), sin embargo, bloguea su cavidad bucal por lo que
la L3 no puede alimentarse y se mantiene de los granulos de material alimenticio que han

sido almacenados dentro de las células que recubren su intestino (Lapage, 1976).

La L3 es muy activa y capaz de desplazarse verticalmente sobre las superficies
himedas de los vegetales, presenta diferentes tropismos: hidrotopismo positivo; ( busca las
zonas humedas); fototropismo negativo ( evita la luz intensa ); termotropismo positivo (
migra a donde la temperatura es ideal para su mantenimiento de 15 a 37 °C ) vy, un

geotropismo negativo ( se aleja del suelo ); esto la lleva a buscar la parte alta de los pastos




cuando estos se encuentran himedos y con poca luz solar (que regularmente se describe
como pastos frescos y humedos en las primeras horas de la mafiana), esta situacion
favorece la ingestion de las larvas por parte del ganado (Cordero et al., 1999; Quirdz,
2000).

La infeccion de los animales se realiza por la ingestion de la L3 con el pasto. En los
30 minutos posteriores a su ingestion, la larva pierde la vaina en el aparato digestivo del
animal por efecto de diversos estimulos del hospedador (bicarbonato, CO, gaseoso). EI CO,
hace que la larva secrete un fluido de muda que actia sobre la cuticula provocando su
ruptura, con lo que la larva ayudada por sus movimientos puede salir (Maena y Rojo,
1999), este liquido de muda contiene leucinopeptidasa una enzima que actla sobre la
cuticula de la larva en un &rea de aproximadamente 20 um a partir del extremo anterior
(Lapage, 1976; Cordero et al., 1999)

Las larvas en el hospedero ya liberadas en el abomaso, penetran la mucosa por las
fosas de las glandulas géstricas (Lapage, 1976, Soulsby, 1987), las larvas tiene afinidad por
la mucosa de la regién fandica (Maena y Rojo, 1999). Dentro de la glandula, la L3 se
alimenta de sangre, crece y muda a larva 4 (L4), ésta también crece e ingiere sangre, sale a
la luz del abomaso y muda a larva 5 (L5) 6 también llamada fase juvenil. La L5 se
desarrollan directamente, ya sin mudar, hasta transformarse en adulto, macho o hembra
(Maena y Rojo, 1999). Después de la copula las hembras comienzan a producir huevos
aproximadamente a los 21 dias post- infeccién con un maximo de eliminacion hacia el dia

26, cerrando asi el ciclo (Jacobs et al., 1995); el ciclo completo se ilustra en la figura 2.

En circunstancias climéaticas adversas veranos muy secos Yy calientes o inviernos
frios y/o secos, la L4 puede detener su desarrollo por varios meses, a este fenomeno se le
conoce como hipobiosis o inhibicion larvaria en el hospedador. La reactivacion del
desarrollo de las larvas hipobioticas se produce cuando mejoran las condiciones
ambientales para la supervivencia de las fases libres y probablemente esta asociada a
estimulos estacionales (Lapage, 1976; Blitz y Gibbs, 1971). Al parecer la capacidad de
inhibicidn del desarrollo es un caracter heredable y se considera una adaptacion del paréasito
a la resistencia del hospedador, a factores ambientales adversos o ambos a la vez (Cordero
et al., 1999; Nikolaou y Gasser, 2006; Quirdz, 2003).




La reactivacion sincrénica de muchas larvas hipobiéticas puede dar lugar a cuadros
agudos graves. También cobra importancia desde un punto de vista epizootioldgico, ya que
al llegar a la madurez sexual de los adultos procedentes de larvas hipobidticas, se eliminan
grandes cantidades de huevos que contaminan los pastizales, en una época del afio
favorable para el desarrollo de las L3, siendo muy alto el riesgo de infeccion para los
animales jovenes. En ausencia de hipobiosis el periodo de prepatencia es de 15 a 20 dias
(Soulshby, 1987; Maena y Rojo, 1999).

Figura 2. Ciclo bioldgico de H. contortus. A) Adultos en la mucosa abomasal, B) huevo
eliminado en heces, C) huevo larvado, L;) larva 1 libre en suelo, L) larva 2, L3) larva 3
(fase infectante). (Tomado de Cuenca, 2008).

2.3 Epizootiologia

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

1992; Arace, 2007). La L1y L2 son susceptibles a la desecacion, las larvas dependen de las




condiciones climaticas y micrometeorioldgicas, tipo de suelo, terreno, naturaleza y cantidad
de vegetacion mientras que la L3 es mas resistente. La L3 migra mejor en clima humedo y
calido, en condiciones adecuadas el desarrollo de la L3 se alcanza en 4 a 7 dias (Lapage,
1976).

La epizootiologia de la hemoncosis esta 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 lo que la hemoncosis es una enfermedad del ganado
ovino en climas calidos y himedos, 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, las posibilidades de transmision se encuentran limitadas por la

susceptibilidad de las larvas a la deshidratacion (Urqurat et al., 2001; Radostis et al., 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. Ademas, existen otros factores propios del hospedador que condicionan la
severidad de la parasitosis, entre los que estan: la especie, la raza, el sexo, el estado
nutricional y el estado fisiologico (Cuéllar, 1992). Diferentes autores han descrito que los
animales nativos o comunmente llamados “criollos”, resisten mejor las infecciones
parasitarias en relacion a los animales de razas puras o exdticas, esta situacion se explica
por una seleccién natural en los animales nativos, con una progenie con las mismas
caracteristicas. Ademas debe considerarse que los ovinos de razas puras por lo regular
criados y mantenidos bajo condiciones estabuladas en las que dificilmente tienen contacto
con los parésitos, al entrar en contacto con ellos muestran una gran susceptibilidad (Cuéllar,
1992).

El estado nutricional del animal juega un papel fundamental en la susceptibilidad a
la hemoncosis. Los animales subnutridos por lo regular presentan cargas parasitarias
mayores en relacion a aquellos que mantienen 6ptimas condiciones nutricionales, esto
podria explicarse por los mecanismos inmunoldgicos que permiten o no la infeccidn
parasitaria, cuya base esta en la cantidad y calidad de alimento consumido, especialmente

en lo referente a proteinas (Cuéllar, 1992).




El estado fisiologico, puede favorecer una mayor poblacion de nematodos adultos
en el abomaso. El “alza postparto” o “alza de primavera”, se refiere a un aumento en la
eliminacién de huevos de nematodos gastroentéricos en ovejas después del parto, cuando se
encuentran lactando. EIl pico maximo en la eliminacion de huevos, ocurre entre las cuatro y
ocho semanas después del parto. Se considera que el desarrollo masivo de nematodos
adultos se favorece por la prolactina, la cual esta presente hacia el final de la gestacion y
durante la lactacion (Cuéllar, 1992). El aumento de primavera también se presenta en

hembras jovenes y en machos, pero es de menor intensidad (Quir6z, 2003).
2.4 Patogenia

El dafio que ejerce H. contortus en el hospedador varia influido por distintos
factores como el estado evolutivo del parasito, su estado metabolico y la carga parasitaria.
El parasito puede estar en mucosa abomasal como L4 tisular en desarrollo o L4 en
hipobiosis y en la luz del abomaso como adulto (Radostis et. al., 2002). La patogenia esta
relacionada con la actividad hematdfaga de las L4 y los adultos (Dunn, 1983). Al ingerir
grandes cantidades de sangre del hospedador se producen pérdidas de los componentes
sanguineos, sobretodo eritrocitos y proteinas plasmaticas, lo que ocasiona anemia e
hipoproteinemia. La pérdida diaria es de alrededor de 0.05 mL de sangre completa por
gusano (Soulsby, 1987).

Las larvas ejercen acciéon traumatica al penetrar en las glandulas de las criptas
abomasales de la mucosa, ocasionando la formacién de pequefios coagulos, dentro de los
cuales la larva se alimenta. Paralelamente a esto, la larva ejerce accion mecanica por
compresion y obstruccion de las glandulas fundicas. Durante este periodo, también se
ejerce accion antigenica debido a que los estadios de la tercera y la cuarta larva se
desarrollan en la mucosa. El liquido de muda junto con proteinas de secrecion y excrecion
de la larva, promueven necrosis inmunomediada del tejido circunvecino y respuesta inmune

local y humoral (Quir6z, 2003).

La presencia de la larva en las criptas del abomaso trae otras alteraciones
histologicas del tejido glandular como son la hiperplasia de la mucosa abomasal, la

sustitucion de las células parietales secretoras de HCI por celulas jovenes no secretoras




producen aumento del pH en la luz abomasal. Esto repercute negativamente en la digestion
proteica, disminuye la conversion de pepsindgeno en pepsina y ademas se pierde el efecto
bacteriostatico del pH &cido, aumentado el nimero de bacterias en el abomaso.

Los adultos generan también una accion toxica por medio de sustancias
anticoagulantes que infiltran en los tejidos alrededor de la pequefia ulcera que ocasionan
para succionar sangre; al cambiar de sitio de alimentacion, la Ulcera continda sangrando, lo
que favorece la pérdida de sangre (Quirdz, 2003). También aumenta la sintesis de gastrina,
que es provocado por un aumento de la contractibilidad del abomaso y del peristaltismo
intestinal (Meana & Rojo, 1999).

2.5 Signos clinicos
Los signos clinicos de la hemoncosis se han agrupado en tres diferentes cuadros:

1. Hemoncosis hiperaguda: Es poco comun, pero puede darse en animales susceptibles
expuestos a una repentina infeccién masiva. El gran nimero de paréasitos provoca el
rapido desarrollo de anemia, heces oscuras y muerte subita; debida a la pérdida de
sangre, ocurre gastritis hemorragica intensa. Se puede producir la muerte en el

periodo prepatente de tales infecciones (Dunn, 1983; Soulsby, 1987).

2. Hemoncosis aguda: Se observa principalmente en animales jévenes susceptibles con
infecciones intensas (Soulsby, 1987). Afecta a pocos animales, pero en brotes
graves puede afectar a un gran porcentaje del rebafio si no recibe tratamiento. El
cuadro incluye baja considerable de peso y/o retardo en el crecimiento. Se observa
diarrea intermitente de color café oscuro, emaciacién, mucosas palidas y presencia
de edema submandibular. Los animales estan débiles, dejan de comer y se atrasa al
momento de pastorear, puede haber caida de lana o esta es arrancada a mordidas por
otros animales afectados. En muchos casos el animal muere como consecuencia de
los severos trastornos digestivos y metabdlicos que provocan los parésitos. Los
animales recuperados suelen quedar subdesarrollados (Dunn, 1983; Blood et al.,
1986).
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3. Hemoncosis crénica o subclinica: Se presenta en la mayoria de los casos con
ausencia de signos observables. Esta presentacion es importante ya que pasa
inadvertida para el productor o el responsable de la sanidad del rebafio, trae como
consecuencia grandes pérdidas economicas a largo plazo, dada la ineficiencia

productiva y biologica de los animales afectados (Cuéllar, 1986).
2.6 Control y prevencion

En la actualidad el control de la hemoncosis ovina en México, se basa principalmente
en la administracion de antihelminticos (Torres-Acosta et al., 2003) pero a nivel mundial
se ha generado la aparicion de cepas resistentes por el uso indiscriminado de estos
farmacos, situacion que es un problema de grandes dimensiones (Chartier et al., 1998; Van
Wyk et al., 1999); debido a la cantidad de factores que intervienen, no es factible
administrar medicamentos eficientes en una situacion dada. Sin embargo, se debera buscar
siempre el costo beneficio dptimo, para lo cual es necesario llevar registro de ganancia de
peso, produccion de lana, leche, crias y relacionarlos con el programa o calendario de
desparasitacion ensayado (Quirdz, 2003). Por lo anteriormente expuesto se han disefiado
diversas estrategias de prevencion y control de la hemoncosis, algunas de ellas se

mencionan a continuacion.

1. Desparasitacion selectiva: basado en la idea del Dr. Faffa Malan Chart
(FAMACHA®), es un sistema que tiene como objetivo la identificacion clinica del
grado de anemia de los animales con NGE del tipo hematdfago y en funcion de esta
tratar de disminuir la presentacion de cepas de nematodos resistentes a los

antihelminticos.

Este sistema se basa en la comparacion visual de la coloracion de la mucosa
conjuntival con una tarjeta o carta de referencia con cinco niveles de coloracion: 1
y 2 indican anemia leve, 3 anemia moderada, 4 y 5 anemia grave (Van Wyk et al.,
1997). Los animales con anemia moderada y grave son desparasitados mientras que
los animales con anemia leve no reciben tratamiento, esto tiene un doble propdésito:
por un lado se reducen los costos por tratamientos no necesarios en animales que

no estan gravemente afectados, como para limitar su estado productivo, por otro
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lado, se reduce la presion selectiva hacia las cepas de helmintos con resistencia a
los antihelminticos, se supone que los animales que no estan gravemente afectados
no tienen infeccion masiva, de esta forma solo se desparasita la poblacién afectada
('Van Wyk y Bath, 2002).

2. Manejo de sistemas de rotacion de potreros y la suplementacion alimenticia: El

manejo de pastizales va encaminado a evitar al maximo el contacto de los animales
con las larvas infectantes, a través de la obtencion de praderas de buena calidad
nutricional e infestadas con pequefias poblaciones de estadios de vida libre de
NGE, lo cual permite que los animales desarrollen inmunidad y adquieran
resistencia (Vazquez et al., 2006). El pastoreo rotacional ha mostrado ser una
opcion util para el control de los NGE, la rotacién de los animales en distintas
praderas con periodos de ocupacién de 3 a 5 dias en los que se regresa a la misma a
los 35 dias, disminuye por si solo a la mitad las tasas de eliminacion de huevos en
heces, debido a que se incrementa la mortalidad de las larvas en el suelo antes de
ser ingeridas. Sin embargo, existen estudios controversiales como el presentado por
Vazquez et al. (2006), en donde compararon el pastoreo rotacional contra el
pastoreo continuo en el control de la hemoncosis ovina, ellos reportaron menores
indices de eliminacion de hgh en el sistema continuo que en el rotacional, sin
embargo, también reportan mayores indices de hematocrito, condicion corporal y
coloracion de las mucosas en el sistema rotacional que en el continuo. La razén de
que aparentemente los animales mas parasitados tuvieran mejores resultados en los
parametros observados, fue que evaluaron animales de diferentes edades y en

distintos momentos productivos

Por otra parte, existen muchos trabajos que demuestran el efecto negativo de los
NGE en la conversion alimenticia, la capacidad de digestion y la utilizacion de
energia metabolizable en los rumiantes, (Haile et al., 2004). Algunos trabajos han
demostrado al evaluar el efecto de la alimentacion con dieta moderada y alta en
proteina metabolizable en dos distintas razas ovinas infectadas con H. contortus,
que las suplementacion de altas cantidades de proteina metabolizable mejoran la

resistencia y resiliencia de los corderos a infecciones Unicas o mixtas de NGE (Fox,
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1997; Wallace et al., 1998; Datta et al., 1999; Haile et al., 2002, Bricarello et al.,
2005).

3. La seleccion de animales resistentes y/o resilientes a la infeccion por NGE: Se ha
demostrado que la resistencia es una caracteristica heredable, ciertas razas ovinas
son mas resistentes que otras a los NGE. Esta caracteristica genética se puede fijar
a través de la seleccion de ovinos resistentes o resilientes a la infeccion
(Woolaston, 1993; Eady et al., 1996; Alba- Hurtado y Mufioz- Guzman, 2014).

Estos conceptos involucran necesariamente tanto la participacion de los
mecanismos de defensa inespecificos como de los especificos en el estado de
resistencia. La participacion en esto de los mecanismos inmunoldgicos no es
totalmente conocida, pero se ha establecido que es una caracteristica heredable que

es tipica de algunas razas ovinas (Sréter et al., 1994).

4. Uso de vacunas: Varios grupos de investigacion en el mundo se han dedicado al
desarrollo de vacunas especificas contra NGE, particularmente en caso de
nematodos hemat6fagos, los trabajos se han intensificado con la hip6tesis de que
hay proteccion cuando el hospedador monta una respuesta inmunolégica contra los
antigenos intestinales del parasito (Jasmer y McGuire, 1991; Hohenhaus et al.,
1995; Jasmer et al., 1996). Debido a la accion directa que tendrian los anticuerpos
sobre la digestion del parasito, cuando se ingieren con la sangre, se ha seguido la
estrategia utilizada en la vacunas contra garrapatas. Jasmer et. al. (1991), lograron
inmunizar cabritos de dos edades diferentes con antigenos obtenidos del intestino
de H. contortus, los resultados logrados fueron variables, mostrando porcentajes de
reduccion en la eliminacion de huevos en heces del 97 al 95% y de adultos en el
abomaso del 65 al 89%.

Por otro lado, Schallig et al. (1997), consiguieron proteccion en corderos con dos
antigenos intestinales purificados, posteriormente este mismo autor logrd clonar y
expresar en bacterias estos antigenos, logrando el reconocimiento de los mismos por

corderos hiperinmunizados con H. contortus.




5. Control mediante depredadores naturales: Todavia no es un procedimiento bien
establecido. Han sido empleados exitosamente distintos tipos de hongos saprofitos
para el hospedador pero nocivos para las larvas de nematodos parasitarios
(Mendoza et al., 1998; Mendoza et al., 1999; Gomez et al., 1999). Sin embargo,
trabajos como el de Eysker et al. (2006), los cuales dosificaron dos lotes ovinos
diariamente con 500 mil clamidosporas de Duddingtonia flagrans y encuentran un
pobre o nulo efecto sobre el control parasitario, no resultan alentadores.

2.7 Respuesta inmunologica contra Haemonchus contortus

No son completamente claros los mecanismos inmunoldgicos a través de los cuales
los animales tienen o adquieren resistencia a la infeccion de H. contortus (Saddiqi et al.,
2010; Shakya et al., 2011), 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,
la raza, el estado nutricional asi como del estadio de desarrollo parasitario y las
exposiciones previas (Mufioz, 2007).

El tipo de respuesta esta condicionada por las variaciones antigénicas que presentan
los nematodos H. contortus en el desarrollo de sus diferentes estadios L3, L4, L5 y adulto,
cada uno de éstos, presenta diferencias en cuanto a las moléculas de superficie. Asi, se han
identificado antigenos estadio-especificos de L3 y L4 que no estan expresados en la
superficie de las fases adultas (Bowles et al., 1995). El sistema inmune de los ovinos en
principio es estimulado por distintas moléculas antigénicas de las larvas que son distintas a
los antigenos que se encuentran en la superficie de las fases adultas por lo que el rapido
cambio en los antigenos dificulta la respuesta del hospedero en las etapas iniciales de la
infeccion, por lo que cada estadio del desarrollo es inmunoldgicamente un organismo
antigénico distinto (Meeusen et al., 2005). Por lo anterior el tiempo que toma la aparicion
de una respuesta eficiente en los animales es prolongado y es necesario que ocurran varias

reinfecciones.

La respuesta sobre las larvas, esta relacionada con cantidades elevadas de
inmunoglobulinas IgA e IgE, histamina y leucotrienos en el moco abomasal (Montaraz,

1997). Los mecanismos por los cuales las inmunoglobulinas 1gG e IgA contribuyen en la
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inmunidad contra H. contortus no son totalmente claros. Pero se sugiere que los anticuerpos
pueden tener un efecto directo sobre los parésitos. Son varios los estudios donde se
relacionan las inmunoglobulinas de tipo IgA e 1gG con la resistencia de H. contortus, pero
en general, se ha observado un incremento en los anticuerpos séricos contra antigenos

larvarios y de adultos después de una infeccion (Gasbarre, 1997).
2.8 Respuesta especifica humoral contra H. contortus

Las infecciones naturales y experimentales con H. contortus inducen la produccién
de anticuerpos especificos. La respuesta por anticuerpos séricos ha sido ampliamente
estudiada y los resultados obtenidos han sido variables. Mientras que algunos estudios
muestran asociacion entre los niveles de anticuerpos séricos del isotipo IgG con la
resistencia (Mufioz-Guzman et al., 2006), otros trabajos sélo han reportado una asociacion
con la infeccién pero no con la resistencia (Gomez- Mufioz et al., 2005). Los anticuerpos
abomasales posiblemente son mas importantes para la proteccion contra NGE que los
anticuerpos séricos (Alba- Hurtado y Mufioz- Guzman, 2014). Asi, se ha demostrado que la
presencia de niveles altos de IgA disminuyen la fertilidad y la longitud promedio de
Teladostargia circumcincta que es otro nematodo abomasal de los ovinos (Martinez-
Valladares et al., 2005). También se ha observado una correlacion negativa entre la
cantidad de IgA especifica en moco abomasal y la carga parasitaria en infecciones con H.

contortus (Amarante et al., 2005).

Las larvas infectantes de H. contortus son las responsables del estimulo antigénico a
nivel abomasal, este estimulo provoca el incremento de los niveles de anticuerpos en la
mucosa abomasal, también es dependiente de la dosis (Byszewska-Spocinska vy
Stankiewicz, 1985). Para el mantenimiento de los niveles elevados de IgA e IgG en
abomaso es necesaria la presencia del estimulo antigénico constante, hecho también

observado en la infecciones ovinas por Teladorstargia circumcincta (Smith, 1999).

Se ha encontrado que en corderos con infecciones concomitantes entre Oestrus ovis
y H. contortus hay un aumento de eosinofilos, mastocitos y leucocitos abomasales, que se
han asociado a una menor carga parasitaria por H. contortus comparados con corderos no

infectados y corderos infectados solamente con H. contortus (Dorchies et al., 1997, Yacob
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et al.., 2005). También se ha reportado la reduccidn significativa en el tamafio promedio de
las hembras de H. contortus, asi como el nimero de huevos dentro del utero de las mismas
(Tefere et al., 2005). De la misma forma observaron la reduccion de la carga parasitaria de
Trichostrongylus colubriformis en infecciones mixtas con Oestrus ovis (Yacob et al., 2004,
Yacob et al., 2006).

2.9 Resistencia del hospedador a la hemoncosis ovina

El término resistencia a nematodos es definida como la habilidad de los animales
para prevenir el establecimiento de las fases larvarias y/o de promover la eliminacion
espontanea de la fases adultas, lo cual se refleja directamente en la disminucion de la carga
parasitaria de los animales (Albers y Gray, 1987; Bricarello et al.; 2004). Desde esta
perspectiva, la causa de la resistencia es multifactorial e involucra factores tales como el
estado nutricional, la edad, el sexo, la raza, el tipo de hemoglobina, la respuesta
eosinofilica, el comportamiento del animal al pastar, las barreras naturales de defensa del
hospedador y los mecanismos de la respuesta inmune (Hoehenhaus y Outteridge, 1995). La
participacion de los mecanismos inmunologicos no es totalmente conocida, pero se ha
establecido que es una caracteristica heredable tipica de algunas razas ovinas (Sréter et al.,
1994). La resistencia puede ser en realidad, la expresion conjunta de diversos mecanismos
en un inicio, pero que contintan de manera natural al desarrollo de mecanismos especificos
de defensa, los cuales en su conjunto, impiden el establecimiento eficiente del paréasito
(Mufoz, 2007).

Se han descrito anteriormente que los tipos de resistencia frente a las enfermedades
parasitarias y 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 (Urquhart, 2001), diferenciandose entre la resistencia natural de origen genético y la

resistencia adquirida con la edad también Ilamada inmunidad (Cordero, 1999).

Por otra parte se ha demostrado que algunas razas ovinas son mas resistentes que

otras a la hemoncosis, un ejemplo de ello son la resistencia de las cruzas % de la Red
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Maasai en comparacion de las cruzas de la raza Dorper. Algunas razas en las que se ha
demostrado resistencia natural son: Blackbelly (YYanswinski et al., 1980), Florida
(Amarante et al., 1999), Saint Croix (Burke y Miller, 2004), Katahdin (Burke y Miller,
2004) y Red Maasai (Mugambi et al., 2004). La seleccion de los animales resistentes se
realiza con base en la menor carga parasitaria relacionada por el aumento de la eosinofilia
principalmente, asi como la eliminacion de los animales no responden favorablemente
(Hooda et al., 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 lo que se ha sugerido que

esto puede tener una base inmunoldgica (Mufioz, 2007).

La resistencia de ciertas razas puede explicarse por el lugar donde fueron
seleccionadas. En general, éstas fueron seleccionadas en lugares donde las caracteristicas
climéticas favorecian el desarrollo de las larvas de NGE lo que origind6 que muchas
generaciones, al seleccionar ciertos parametros productivos indirectamente se seleccionaran
para la resistencia. Lo anterior parece confirmarse por el hecho de que razas autoctonas de
estos lugares, con nulo o pobre manejo zoltecnico y ausencia de tratamientos
antihelminticos son mas resistentes, que razas altamente productivas seleccionadas en

lugares con niveles éptimos de sanidad y manejo zootécnico (Alba- Hurtado et al., 2010).

Aunque existen diferentes formas de evaluar la resistencia genética a los NGE, hay
dos que son las mas utilizadas la primera y mas comun es el medir la reduccion de huevos
por gramo de heces (hgh), con las limitaciones que eso implica, pues la cantidad de huevos
eliminados no necesariamente esta relacionada con la carga parasitaria en el animal (Stear y
Murray, 1994). La segunda y mas confiable para conocer el efecto racial sobre la
resistencia a los NGE en los ovinos, es determinar la cantidad de parasitos (larvas y
adultos) presentes en el tracto gastrointestinal de los animales analizados, sin embargo, la
unica forma de hacerlo es por necropsia, debido a esto, este criterio no puede ser usado para

la seleccidn genética de ovinos (Pfeffer et al., 1996; Hooda et al., 1999).
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2.10 Efectos moduladores asociados a moléculas de Taenia sp.

Dissanayake et al. (2004, 2002) observaron que la administracion de un complejo
de glicanos obtenidos de Taenia crassiceps tiene actividad adyuvante cuando se aplican
junto a antigenos de Leishmania mexicana, debido a que alteran el balance de Th-1/Th-2,
aumentan los niveles de anticuerpos 1gG-1 e IgG-2a Yy se asocian a proteccion inducida en

ratones infectados experimentalmente con Leishmania mexicana (Dissanayake et al., 2005).

Segura- Velazquez et al. (2006, 2009) demostraron en humanos que la
administracion de un péptido derivado del cisticerco de Taenia crassiceps incrementa la
proliferacion de células CD4+ y los niveles de anticuerpos anti-influenza antes y después
de la infeccion; esto llevd al desarrollo de un coadyuvante para una vacuna intranasal y

subcutanea contra influenza en medicina (Segura- Velazquez et al., 2013).

En estudios previos a este trabajo, Cuenca-Verde et al. (2011), reportaron que la
administracion de un extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExMTh) reduce
significativamente la eliminacion de huevos en la materia fecal de corderos infectados con
H. contortus, lo cual posiblemente esta asociado con un fendmeno de proteccion inducida.
La inoculacion previa del extracto indujo ademas el aumento de eosinéfilos en sangre asi

como de linfocitos CD4+ y gama-deltas en el abomaso de estos corderos.
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2. JUSTIFICACION

La hemoncosis ovina es una enfermedad de gran importancia, principalmente en
aquellos lugares donde se practica el pastoreo, ocasiona ineficiencia productiva en los
sistemas pecuarios de México y el resto del mundo, disminuye la productividad de los

animales y produce pérdida en las utilidades del productor (Urquhart, 2001).

En la respuesta inmune estan involucrados tanto componentes especificos (respuesta
celular y humoral), como inespecificos (respuesta inflamatoria). Los corderos resistentes a
la hemoncosis tienen niveles mas altos de eosinofilos sanguineos y anticuerpos séricos que

los corderos susceptibles (Alba- Hurtado y Mufioz- Guzman, 2014).

En trabajos previos se ha demostrado que la administracion de un extracto de
metacestodo de T. hydatigena (ExXMTh) induce proteccion en corderos contra H. contortus
(Cuenca-Verde et al., 2011). Sin embargo no se evalué la cinética de produccion de

anticuerpos contra H. contortus.

En el presente trabajo se pretende evaluar los niveles de anticuerpos de la clase 1gG en
corderos inoculados con el ExXMTh antes de la infeccion con H. contortus y correlacionar
estos niveles de anticuerpos con la eliminacion de huevos en materia fecal para determinar

su papel en la proteccién inducida que produce dicho extracto.
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3. OBJETIVOS
4.1 General:

Medir el efecto de la inoculacion previa de un extracto de T. hydatigena sobre los niveles
séricos de IgG anti- L3 de H. contortus producidos en corderos con hemoncosis

experimental.
4.2 Particulares:

1.-Estandarizar una técnica de ELISA para la cuantificacion de 1gG Anti-L3 de H.

contortus en ovinos.

2.-Establecer y comparar las cinéticas de produccion de 1gG sérica anti-L3 de H. contortus
en corderos inoculados con un extracto de T. hydatigena, corderos inoculados con el
extracto de T. hydatigena e infectados con H. contortus y corderos solo infectados con H.

contortus.

4.- Correlacionar los niveles de 1gG sérica de los grupos infectados con la carga parasitaria

medida por el conteo del nimero de huevos por gramo de heces.

4. HIPOTESIS

Los niveles de 1gG sérica contra H. contortus se modifican cuando se administra un

extracto de T. hydatigena como inductor de proteccién contra la hemoncosis.
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5. Materiales y métodos.
6.1 Lugar de realizacion

El proyecto se realizd en el Laboratorio 1 de la Unidad de Investigacion
Multidiciplinaria (UIM) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan UNAM, ubicado
en el Km 2.5 de la carretera Cuautitlan-Teoloyucan, San Sebastian Xhala, Cuautitlan
Izcalli, Edo. de México. Los animales fueron mantenidos en las instalaciones de la unidad

de posgrado de la misma Facultad.
6.2 Animales

Se utilizaron 50 corderos de la raza Columbia, de aproximadamente 6 meses de
edad, procedentes de una explotacion ovina dedicada a la produccion de animales para pie
de cria, para garantizar la homogeneidad y la pureza racial. Se les realizo una valoracion
clinica y fueron desparasitados con albendazol. Se verifico la ausencia de huevos de
nematodos gastroentéricos en la materia fecal por examenes coproparasitoscopicos. Los
corderos fueron adaptados por 3 semanas a condiciones de confinamiento total en corraletas
con capacidad para cinco corderos. La alimentacion consistio en forraje seco molido de

alfalfa a razén de un 4% del peso vivo y agua ad libitum.
6.3 Obtencion del extracto de metacestodo de T. hydatigena

Se recolectaron metacestodos de T. hydatigena a partir de ovinos sacrificados en
rastro. Las larvas recolectadas fueron mantenidas en congelacién hasta su utilizacion. Para
obtener los extractos, se descongelaron los metacestodos y se colecto el liquido vesicular, al
cual se le agregd una mezcla de inhibidores de proteasas (aprotinina 10ug/mL; leupeptina
10 pg/mL; iodoacetamida 1.8 mg/mL y PMSF 1mM SIGMA Labs). Las proteinas del
liquido vesicular fueron precipitadas con sulfato de amonio a razon de 0.42g por mL y se
centrifugd por una hora a 5000 rpm a 4° C, se eliminé el sobrenadante y la pastilla fue
resuspendida en solucién buffer de fosfatos (PBS). El extracto fue filtrado a través de

membrana millipore de 0.22 um, alicuotado y almacenado a -20° C, hasta su utilizacion
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(Cuenca-Verde et al., 2011). La cantidad de proteina contenida en el extracto se determind
por el método de Bradford (Bradford, 1976).

6.4 Obtencidn de inoculos de L3 de H. contortus

Se obtuvo larvas 3 de H. contortus mediante la técnica de Corticelli-Lai (Alba-
Hurtado, 2003) a partir de materia fecal de corderos infectados monoespecificamente con
una cepa de H. contortus (Cuenca-Verde, 2008). Cada indculo consistié en una suspension
de 5000 larvas 3 de H. contortus y éstas se depositaron por sondeo bucoesofégico

directamente en el rumen de los corderos experimentales (Mufioz-Guzman et al., 2012).
6.5 Disefio experimental

Los corderos se dividieron en cuatro grupos. Los corderos del grupo 1 (n=5) se
utilizaron como grupo testigo y solo se les administr6 agua. Los corderos del grupo 2
(n=15) recibieron 5000 L3 de H. contortus el dia 0 del experimento, los corderos del grupo
3 (n=15) recibieron por via intraperitoneal (I.P.) e intramuscular (I.M.) el ExMTh el dia -
10 y s6lo por I.P. los dias -6, y -2, el dia O recibieron 5000 L3 de H. contortus. Los
corderos del grupo 4 (n=15) recibieron por I.P. e .M. el ExXMTh el dia -10 y sélo por I.P.
los dias -6, y -2, los corderos de este grupo no fueron infectados. Semanalmente se
tomaron muestras de materia fecal de todos los corderos para el conteo de huevos de H.
contortus en materia fecal y se tomaron muestras de sangre para la medicion de los niveles

de IgG sérica anti-L3 de H. contortus durante las siguientes 7 semanas pos-infeccion.

Cuadro 2. Disefio experimental de la inoculacién del ExMTh e infeccion con 5000 L3 de

H. contortus en corderos de la raza Columbia.

Grupos Dias previo a la infeccion Dia de Infeccién

P 10 6 2 0

1 —— —— —— ——

2 --- 5000 L3 de H. contortus
a

3 %%% L:l% II"\FCI'a 600 ug 1.P.2 600 pg I.P.* | 5000 L3 de H. contortus
a

4 %%%*:l% "M | e00uglP? | 600pg P

I.M.Intramuscular
I.P. Intraperitoneal
# Inoculacidn con extracto de T. hydatigena (EXMTh)
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5.6. Conteos de huevos en materia fecal.

La eliminacion de huevos en la materia fecal de los corderos se determind
semanalmente mediante la técnica de McMaster modificada (Alba- Hurtado, 2007) y se

expres6 como la media del nimero de huevos por gramo de heces (hgh).
5.7. Preparacion del antigeno de H. contortus.

Se obtuvieron extractos proteicos a partir de 10° L3 de H. contortus obtenidas como se
describié anteriormente. Las larvas fueron lavadas tres veces en solucién salina fisiologica
estéril con antibiodtico y antimicotico (penicilina 10,000 Ul, estreptomicina 100 pg/mL,
anfotericina B 10 pg/mL SIGMA Labs) y maceradas en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido y una mezcla de inhibidores de proteasas (aprotinina 10 pg/mL,
iodoacetamina 1.8 mg/mL y PMSF 1 mM SIGMA Labs), hasta la obtencion de una pasta
homogénea sin fragmentos identificables de larvas. Posteriormente el extracto fue
centrifugado por 1 hora a 20,000 rpm 4° C y el sobrenadante fue filtrado con membrana de
0.22 um, alicuotado y conservadoa  —20 ° C hasta su utilizacion (Camargo et al., 1992).
La cantidad de proteina total fue determinada por el método de Bradford (1976), utilizando

albumina sérica bovina como referencia.
5.8. ELISA para determinacion de 1gG especifica a H. contortus

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos (Maxisorp NUNC Labs) sensibilizadas
con 10 pg/mL de antigeno de L3 de H. contortus en buffer de carbonatos pH 9.6 durante
toda la noche a 4° C. Posteriormente las placas se bloguearon con Albumina Sérica Bovina
(ASB) [5%] y se conservaron a 4° C hasta su utilizaciéon. Para cada muestra se utilizaron
por triplicado 50 pl por pozo de una dilucion 1:100 del suero en solucion buffer de fosfatos
(PBS) con ASB [1%] por 2 horas a 37° C, las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20
al 0.01% y a cada pozo se le colocaran 50 ul de IgG ovina (Bethyl A130-101P) a una
dilucion 1:5000 por una hora a 37° C. Las placas se lavaron cuatro veces como se describio
anteriormente y el desarrollo del color se realizd con ortho- phenilendiamine (OPD) al
0.05% y peroxido de hidrogeno 0.001% en solucion reguladora de citratos (Gomez-Mufioz
et. al., 1999). La lectura de las placas se realiz6 con un filtr6 de 492 nm en el lector de

ELISA (Mulyiscan Ascent). En todos los sueros se probaron pozos sin ExXMTh, el valor en
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D.O. resultado de estos pozos fue sustraido al resultado de los pozos probados con el
mismo suero en presencia de Ag de H. contortus, lo anterior fue realizado para restar la
reaccion inespecifica (Mufioz-Guzmén et al., 2010). Los datos por duplicado de los sueros
fueron promediados y posteriormente transformados a valores de porcentaje de absorbancia
(% Abs) tomando como referencia un pool de todos los sueros de los corderos infectados
con Haemonchus contortus del dia 49 p.i. mediante la siguiente formula (Alvarez-Guerrero
etal., 2011).

% Abs = (DO del suero problema)(100)
DO del pool positivo

6.9. Analisis estadistico

Los datos de hgh fueron transformados mediante la férmula 1og10(n+100) para
estabilizar las varianzas. Los datos corregidos de hgh y los datos de % Abs de los sueros
fueron analizados por ANDEVA para muestras repetidas y las diferencias entre las medias
de los grupos se establecieron por Diferencia Minima Significativa de Fisher. Los valores
de hgh y % Abs fueron correlacionados utilizando la correlacion de Pearson. Para todos los

analisis se utilizé un nivel de confianza del 95%.

24



7. RESULTADOS

7.1 Eliminacion de huevos en materia fecal

Previo al experimento los resultados de las pruebas coproparasitoscopicas mostraron la
presencia de Nematodirus sp. en dos corderos (un huevo en cada uno), los cuales fueron
tratados. Al inicio del experimento los conteos de hgh de todos los animales fue cero. Los
resultados de la eliminacién de huevos de los corderos experimentales se muestran en la
figura 3. Los corderos del grupo 2 solo a quienes se infectaron con H. contortus eliminaron
mayor cantidad de hgh que los corderos de los que se les aplico el extracto previo a la
infeccion desde la semana 4 hasta el final del experimento, sin embargo estas diferencias

fueron significativas hasta la semana 7 p.i. (p<0.05).

7.2 Cinética de anticuerpos

La cinética de produccion de anticuerpos contra L3 de H. contortus se presenta en la
figura 4. Los corderos del grupo 4 con respecto a los corderos del grupo 1 mostraron
mayores niveles de IgG sérica anti-L3 a partir de la semana 1 (p<0.05) hasta el final del
experimento. Los corderos del grupo 3 mostraron mayores niveles (p< 0.05) de IgG sérica
anti-L.3 en la semana 7 p.i que el grupo 1 y mayores niveles en esta misma semana que los

corderos del grupo 2 aunque esto no fue significativo (p=0.39).

Los corderos del grupo 2 mostraron una elevacion de sus niveles de IgG anti-L3 a lo
largo del experimento, sin embargo sus niveles no fueron significativamente mayores que

los valores de los corderos del grupo 1 en la semana 7 del experimento (p=0.15).

En los grupos infectados se observo una correlacion significativa entre los niveles
de IgG anti-L3 y el nimero de huevos eliminados en la materia fecal en la semana 7 del

experimento (r = - 0.40, p = 0.3).
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Figura 3.- Promedio (£EE) del nimero de huevos de Haemonchus contortus eliminados en matenia fecal de corderos
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hyvdatigena e infectados con 5000 L3 (grupo 3). * Diferencia significativa entre los grupos (p<0.05).
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8. DISCUSION

En un trabajo previo, el grupo de investigacion al cual pertenece este trabajo,
reportd el efecto protector de un extracto parasitario (ExMTh) sobre el establecimiento de
H. contortus en corderos Columbia Yy asocié esta proteccion con algunos efectores de la
respuesta inmune (Cuenca-Verde et al., 2011). En este estudio, utilizando un disefio
experimental similar, se realizaron pruebas de ELISA indirecta para determinar la presencia
de IgG anti-L3 de H. contortus y su posible asociacién con la proteccion inducida por el
ExXMTh en corderos Columbia. Los resultados indican que la administracion del ExXMTh
produce niveles significativos de IgG anti-L3 y posiblemente la cantidad de anticuerpos

producidos esta relacionada con la proteccion observada en los corderos.

La reduccién en la cantidad de hgh eliminados es un indicador de la disminucion de
la carga parasitaria en problemas como la hemoncosis (Rowe, 2008). Esta disminucion
puede ser debida a la proteccion inducida por el sistema inmune (Bambou, 2008). Por lo
tanto cualquier factor que reduzca la carga parasitaria a través de la estimulacion del
sistema inmune puede ser considerado un inmunoprotector. En el presente estudio, se
observaron desde la semana cuatro p.i., menores cantidades de hgh eliminados en los
corderos a los que les fue administrado el EXMTh previo a la infeccion con H. contortus
que en los corderos que solo fueron infectados, aunque esta observacion fue significativa
hasta la semana siete p.i. (p<0.05). Previamente Cuenca-Verde et al., (2011), observaron
este mismo efecto del EXMTh en corderos hasta el dia 42 p.i. (semana 6) al mismo tiempo
que observaron aumento de eosindéfilos y linfocitos T CD4+. Ambos trabajos, coinciden en
la observacion de la reduccion significativa de la carga parasitaria varias semanas después
de la infeccion, por lo que es posible que se requiera de la participacion de elementos del
sistema inmunoldgico para hacer efectiva esta reduccion. Los resultados de los dos estudios
demuestran que el EXMTh tiene un efecto protector contra la hemoncosis experimental y

sugieren que esta proteccion es a través de la estimulacion del sistema inmune.

Comparativamente en ambos estudios, se utilizé la misma dosis de larvas infectivas
(5000 L3 H. contortus) de la misma cepa y la misma ruta y técnica de inoculacion. La

eliminacion de hgh de los corderos solo infectados con H. contortus en ambos estudios, fue
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similar en la semana siete p.i. (aproximadamente 10,000 +3547.53 vs. 12,000 £1582 hgh
respectivamente), sin embargo, la respuesta de los corderos que fueron protegidos con el
ExMTh previo a la infeccion, fue menor en este estudio (aproximadamente 4000 +2241.83
vs. 8000 £560.8 hgh respectivamente). La menor respuesta al EXMTh observada en los
corderos de este trabajo pudo ser debida a variaciones en el lote de larvas infectivas de H.
contortus (edad de las larvas, época del afio, etc.) diferencias en el EXMTh debido a que
cada lote fue obtenido en su momento de utilizacion o diferencias en el estatus

inmunoldgico de los corderos de los diferentes experimentos.

Varios autores han asociado la presencia de anticuerpos, principalmente 1gG con
resistencia a la hemoncosis (Gomez-Mufioz et al., 1999; Mufioz-Guzman et al., 2006) o
con proteccion cuando se utilizan algunos antigenos de H. contortus como inmundgenos
(Redmond et al., 2006; De Vries et al., 2009). En el presente estudio, la administracion del
ExXMTh indujo un aumento de los niveles de IgG sérica anti-L3 de H. contortus de manera
similar a los corderos que solo fueron infectados, sin embargo, los corderos que recibieron
solo ExMTh, mostraron niveles de esta inmunoglobulina significativamente mayores que
los corderos testigo desde la semana 1 p.i y hasta el final del experimento (p<0.05). La
presencia de IgG sérica anti-L3 de H. contortus en los corderos que solo recibieron EXMTh
puede ser explicada por la presencia de antigenos en el ExXMTh que tenga reaccion cruzada
con H. contortus. En este sentido, Smith et al. (2001), reportaron una proteccion cruzada
contra H. contortus producida por antigenos de Teladorsagia circumcincta. (Redmond,
2006). La posible reaccion cruzada del ExXMTh con H. contortus, podria ser uno de los
mecanismos de estimulacion del sistema inmune de este extracto para mejorar la respuesta

de los corderos a la presencia de H. contortus.

Por otro lado, los corderos que recibieron EXMTh previo a la infeccién, mostraron
niveles significativamente mayores (p<0.05) de 1gG sérica anti-L3 que los corderos del
grupo testigo en la semana 7 p.i. y niveles mayores de esta inmunoglobulina que los
corderos del grupo 2 que solo fueron infectados con L3 de H. contortus (no significativo) lo
cual sugiere un efecto sinérgico entre la infeccion y la inoculacion del extracto sobre los
niveles de IgG contra el parésito. Ademas se observo una correlacion negativa entre los

niveles de IgG sérica anti-L3 de H. contortus y el nimero de huevos eliminados en la
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semana siete del experimento, aunque no fue significativa (r = -0.4, p = 0.3). Gill et al.,
(1993), reportaron una correlacion negativa entre niveles de 1gG anti- H. contortus y el
namero de huevos eliminados mientras que Gomez- Mufioz et al., (1999) reportaron una
correlacion negativa entre los niveles de 1gG anti- H. contortus y el nimero de fases adultas
presentes en el abomaso. Si bien los anticuerpos especificos a nivel sérico pueden ser un

indicador de la infeccidn, éstos pueden estar también asociados a la proteccion.

Existen reportes que han planteado la utilizacion de inmunomoduladores de origen
parasitario. Dissanayake et al. (2002 y 2004) demostraron efectos de este tipo producidos
por un extracto de cisticercos de Taenia crassiceps. La administracion en ratones de un
complejo gliccano de Taenia crassiceps previo a la administracion de antigenos de
Leishmania mexicana, altera el balance Th-1/Th-2 y produce aumento significativo de los
niveles de anticuerpos IgGl e IgG2? antileshmaniales (Dissanayake et al., 2005). Un
aspecto interesante a evaluar es el posible efecto inmunomodulador del EXMTh vy, si este
posible efecto pueda explicar la proteccidén observada en los corderos infectados con H.
contortus. En un trabajo paralelo a éste, se evalud la capacidad del ExXMTh de inducir la
produccion de diferentes citocinas en cultivos celulares del linfonodo abomasal de los
corderos de este experimento (Ramirez, 2015 tesis en escritura). Los resultados de ese
estudio mostraron un aumento de la produccién de IL-4 e IFN gama en dichos cultivos.
Este resultado aunado a la mayor produccion de IgG contra el parasito encontrado en este
estudio, sugiere que el EXMTh también tenga efectos inmunomoduladores y hace posible
plantear la posibilidad de utilizar la inmunomodulacién como una alternativa no quimica

para el control de la hemoncosis.

La respuesta inmune del abomaso, no es una respuesta aislada, el tracto
gastrointestinal responde como un sistema, por lo que la estimulacion con el EXMTh por
via intraperitoneal e intramuscular también estimula en forma inespecifica el intestino y
otras partes del organismo, por lo que su aplicacion también podria proteger contra otras
infecciones parasitarias. Futuros estudios donde se evalué su efecto en infecciones por otros

géneros de parasitos podrian darnos la respuesta.

En este trabajo se comprobd que el ExXMTh induce proteccion contra la infeccion

experimental con H. contortus, sin embargo, no se conoce cuales son las moléculas o
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fracciones proteicas involucradas y la duracion de esta proteccion. Considerando lo
anterior, futuros trabajos deben ir encaminados a determinar que componentes del ExXMTh
son los responsables de la proteccién y determinar cuanto dura ésta. Ademas, seria
interesante plantear estudios en donde se utilice el EXMTh como adyuvante para mejorar la

respuesta inmune a otros antigenos.
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9. CONCLUSIONES

La administracion previa del EXMTh indujo proteccion contra H. contortus en los corderos

Columbia.
La administracion del ExMTh indujo la produccion de 1gG sérica anti-L3 de H. contortus.

La cantidad de 1gG sérica anti-L3 fue significativamente mayor en los corderos a los que se
les administr6 el ExMTh previo a la infeccion que en los corderos que solo fueron

infectados.

La correlacion negativa entre la cantidad de IgG sérica anti-L3 y la cantidad de hgh sugiere
una asociacion de esta inmunoglobulina con la proteccion observada, inducida por el
EXMTh.
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