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RESUMEN

Las particulas de 6xido de cobre (PC) tienen efecto antihelmintico sobre el
nematodo hematéfago Haemonchus contortus que generalmente afecta a los
ovinos, sin embargo, la falta de conocimiento acerca de su mecanismo de accion
ha limitado su uso. En este trabajo se estimo el efecto de la administracién oral de
particulas de 6xido de cobre (PC) en ovinos sobre la infeccion por larvas y adultos
de H. contortus. Ademas, se evaluo6 si la accion antihelmintica de las PC tiene
relacion con alteraciones ocasionadas por su presencia sobre la mucosa
abomasal en el numero de células cebadas, edsinofilos y leucocitos globulares. Se
formaron cinco grupos (n=45) de 9 ovinos F1 con distintos tratamientos: Testigo:
sin tratamiento; PC: 2g de PC; L3: 10000 L3 de H. contortus; PC+L3:2gde PCy
10000 L3 72 horas del sacrificio y Hc+PC: 10000 L3 seis semanas antes del
tratamiento con PC. Se sacrificd a tres animales de cada grupo a las 72 horas, dos
y cuatro semanas postratamiento y el abomaso y el higado se recuperaron para
ensayos de establecimiento larvario in vifro sobre tejido abomasal y la
cuantificacion de cobre (Cu) en higado, tejido y contenido abomasal. Una
reduccion en la cantidad de adultos de H. contortus ocurrié en los ovinos del grupo
Hc+PC (p=0.01) sacrificados a las 72 horas (p=0.01) y un menor establecimiento
de L3 de H. contortus en la region fundica se observé a la cuarta semana en los
ovinos de los grupos con tratamiento (PC: p=0.014; HcPC: p=0.013; L3: p=0.014;
PC+L3: p=0.003). La mayor concentracion de Cu se observdé en contenido
abomasal e higado de los ovinos sacrificados a las 72 horas de los grupos PC y
PC+L3 (p<0.00001; p=0.01), y tejido fundico de ovinos del grupo Hc+PC
(p=0.00001). La mayor cantidad de células en la mucosa del 6rgano se observo en
los ovinos infectados con alguna fase del parasito. Los resultados obtenidos
sugieren que la administracion oral de PC reduce inmediatamente la cantidad de
adultos de H. contortus en abomaso a diferencia del establecimiento larvario,
donde el efecto es retardado y que el efecto antihelmintico no es mediado por
células cebadas, eésinofilos y leucocitos globulares ni totalmente por un efecto

toxico del cobre.
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INTRODUCCION

Panorama general de la ovinocultura

La ovinocultura tiene un papel importante en paises en desarrollo y es
reconocida como una actividad importante dentro del sector ganadero por el alto
valor que representa al constituir un componente beneficioso para la economia del
campesino de escasos recursos y por la gran demanda de sus productos (Cuellar
y col., 2012). En 2010, la poblacién de ovinos en el mundo excedi6 el billon de
cabezas y se ubico entre los ultimos lugares con respecto a las demas especies

productivas en cuanto a actividad pecuaria se refiere (FAO, 2013a; 2013b).

Sin embargo, la produccién ovina en el mundo continlua elevandose.
Pronésticos realizados por la FAO estiman que esta actividad aument6 un 1.2 %
en el afo 2013, llegando a 13.8 millones de toneladas de carne de ovino. Asi
mismo, se calcula que en este mismo afio en el mundo se consumieron 13.733
millones de toneladas de carne de ovino y que el consumo per capita anual fue de
43.1 kilogramos (FAO 2013b).

En México, el censo ovino nacional de 2011 se ubicd en 8.1 millones segun
cifras reportadas por la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion, y la produccion para este mismo afno, se estimé en 56,215
toneladas; mientras que datos del 2007 estiman que el consumo per capita fue de
800 g por habitante. Actualmente el abasto de ovinos, tanto en pie como en canal,
es insuficiente, por lo cual se tiene que importar alrededor del 33% de paises
como Estados Unidos, Australia, Nueva Zelanda y Chile para cubrir el total de la

demanda nacional (Cuellar y col., 2012).

Principales problemas que enfrenta la producciéon ovina nacional

Existen diversos problemas que afectan a la ovinocultura nacional. Uno de
ellos es que la mayor parte de los ovinos se encuentra en manos de campesinos

sin tierra, que no piensan en su rebafio como alternativa para lograr un beneficio



econdmico mas alla del simple ahorro, y lo ven como un patrimonio al cual recurrir
s6lo en situaciones econdmicas de emergencia. Este tipo de productores depende
para la alimentacion de sus animales de pastizales nativos, cuya calidad y
cantidad varian enormemente durante todo el afo, lo que provoca estados de
subnutricion (Cuellar y col., 2012).

Dichos rebafios se encuentran constantemente afectados por problemas de
indole infeccioso, por ejemplo, neumonias, infecciones por coliformes o asociadas
a micobacterias, ectima contagioso, linfadenitis caseosa, pododermatitis,
queratoconjutivitis, enfermedades de indole reproductivo como epididimitis,
brucelosis, mastitis y aquellas derivadas de factores asociados al mal manejo
como la acidosis ruminal (Pijoan y Tortora, 1986). Por otro lado, existen
enfermedades asociadas a ectoparasitos, como la pediculosis y padecimientos
ocasionados por parasitos internos, entre los cuales esta la verminosis

gastroentérica (Taylor, 2012).

Importancia de las parasitosis causadas por nematodos gastroentéricos
en los rebanos ovinos en México

Uno de los principales problemas sanitarios que enfrenta la produccion ovina
nacional es causada por los nematodos gastrointestinales (NGE) (Cuellar, 2007).
La infeccion por NGE se presenta en los sistemas productivos donde se practica el
pastoreo, llamados extensivos o0 semintensivos y es un problema sanitario
frecuente en los sistemas con praderas irrigadas y en donde hay un clima tropical
hamedo (Meana y Rojo, 1999).

Dentro de los principales géneros de nematodos que afectan a los rebafios
ovinos en el pais se encuentran: Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus,
que se encuentran localizados en el abomaso, Cooperia, Nematodirus y
Bunostomum, en intestino delgado y por ultimo Trichuris, Oesophagostomum,
Chabertia y Skrjabinema que afectan el intestino grueso de los ovinos. De la
amplia gama de NGE que afectan a los ovinos sobresale Haemonchus contortus,
que por sus habitos hematéfagos se convierte en uno de los que tiene mayor
grado de patogenicidad (Urquart y col., 2001; Cuellar, 1986).
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Caracteristicas de H. contortus

Su distribucion es mundial, pero con gran importancia en areas tropicales y
subtropicales. Los adultos son facilmente identificables debido a su localizacion
especifica en el abomaso y su gran tamafo (con una longitud de hasta 30 mm)
Poseen una cavidad bucal armada con una lanceta y en especimenes frescos, los
ovarios blancos estan enrollados en espiral alrededor del intestino repleto de
sangre produciendo una apariencia de palo de barberia. Bajo el microscopio, el
macho tiene un lobulo dorsal asimétrico y espiculas barbadas; la hembra tiene
usualmente una solapa vulvar. En ambos sexos existen papilas cervicales
(Urghuart y col., 1996; Bowman, 2004).

Ciclo de vida de H. contortus

El ciclo de vida de H. contortus (Figura 1) y en general de los NGE es directo
y esta dividido en una fase externa y otra interna (fase parasita). La fase externa
ocurre en el pasto y corresponde al desarrollo en la materia fecal de los huevos
producidos por las hembras del parasito que son expulsados en las heces. El
primer estadio larvario eclosiona del huevo. Posteriormente la larva 1 se alimenta
de bacterias y experimenta dos mudas para convertirse en larvas infectantes del
tercer estadio (L3) (Soulsby, 1988; Levine, 1980). La infeccién del hospedero se
produce por la ingestion de L3. Este proceso, aparentemente simple, tiene
complicaciones en donde se combinan factores extrinsecos e intrinsecos. Entre
los mas relevantes se mencionan las especies y cantidad de tricostrongilidos
presentes, inmunidad y resistencia natural del hospedero, condiciones de macro y
microclima, tipo de suelo, naturaleza de la vegetacion, carga animal y hospederos

de otra especie que pastan en los mismos potreros (Quiroz, 2011).

Una vez dentro del animal las L3 penetran a los tejidos del abomaso e
intestino, mudando a larva 4, para después transformarse en larva 5 o preadultos
y consecuentemente originar adultos sexualmente maduros. Tras la coOpula, las
hembras comienzan a ovipositar, cerrandose asi el ciclo; esto ocurre por lo menos

a los 21 dias después de ingeridas las L3 (Soulsby, 1988; Meana y Rojo, 1999;



Quiroz, 2011). Asi, los animales parasitados que eliminan huevos en sus heces
representan una fuente de infeccion, puesto que se calcula que una hembra de

Haemonchus contortus pone entre 5,000 y 10,000 huevos por dia.

La humedad ambiental es esencial para la supervivencia de las larvas y su
desarrollo, por lo que la frecuencia y la gravedad de los brotes de la enfermedad
estan muy ligadas a las lluvias. En las areas templadas, las larvas infectantes que
se desarrollaron de los huevos expulsados en las heces de los animales
infectados en la primavera son ingeridas por las ovejas y los corderos al inicio del
verano. La mayoria de ellas detienen su desarrollo (hipobiosis) en el abomaso

como L4 y es finalizado hasta la primavera siguiente (Taylor y col., 2007).

Fase / -
parasita ?’}'::»

Adultos

Heces

IIIIII_IIII..

Fase no

parasita Eclosion L1

Figura 1. El ciclo de vida de Haemonchus contortus es directo, se divide en una fase no
parasita desarrollada fuera del hospedador y otra fase parasita, desarrollada dentro del rumiante.
Los huevos embrionados son eliminados en las heces. La larva uno se desarrolla y eclosiona en un
dia o dos y se alimenta de microorganismos presentes en las heces. Después muda a larva dos y
también se alimenta de microorganismos. La segunda muda se inicia pero no se completa en el
ambiente, por lo que la larva tres que es la fase infectante queda encerrada en la cuticula de la
segunda larva hasta que es ingerida por un ovino. La vaina es eliminada en el rumen de los ovinos,
posteriormente la larva de tercer estadio muda al cuarto estadio. Esta fase tarde o temprano muda
a larva cinco y posteriormente a adulto o puede entrar en estadio de hipobiosis (Adaptado de
Bowman, 2011).



Patogenia de la hemoncosis.

El principal daio causado por la hemoncosis consiste en la anemia causada
por los habitos hematéfagos de los parasitos (Taylor y col., 2007). Aunado a esto,
se agregan cambios hiperplasicos en el epitelio de la mucosa abomasal y un
incremento en el pH abomasal (Dakkak y col., 1981; Nicholls y col., 1987,
Simpson y col., 1997; Mc Kellar, 1993, Scott y col., 1999, Charleston, 1965, Hunter
y McKenzie, 1982). Esta elevacion del pH se ha asociado con una reduccion en el
numero de células fundicas que secretan acido clorhidrico (HCI), ocasionadas por
modificaciones en las glandulas gastricas relacionadas con la presencia de las
fases larvarias y los adultos del parasito (Christie y col., 1975; 1978; Simpson y
col., 1997; 2000). Las células que producen HCI y las que secretan pepsina son
reemplazadas por células indiferenciadas y no funcionales. En consecuencia, la
condicion local llega a ser menos favorable para la produccién de las principales
enzimas gastricas (pepsina) resultando en alteraciones en la digestiéon de los
ingredientes de la dieta, principalmente proteinas, comprometiendo severamente
el estatus nutricional del hospedero (Hoste, 2006; Parkins y Holmes, 1989;
Simpson, 2000).

Los signos clinicos de la hemoncosis aguda, que se producen durante el
periodo de maduraciéon de las larvas hipobioticas en las ovejas, suelen coincidir
con los partos y conducen a un incremento en la excrecién fecal de huevos. La
historia clinica y los signos descritos muchas veces son suficientes para el
diagndstico de la presentacion aguda, especialmente si se complementa con el
recuento de huevos en las heces. En la necropsia se pueden llegar a encontrar
entre 2,000 y 20,000 vermes en la mucosa del abomaso que causan numerosas y
pequenas lesiones hemorragicas. El contenido del abomaso es de color pardo
oscuro debido a la presencia de sangre digerida (Brunsdon, 1967; Taylor y col.,
2007; Meana y Rojo, 1999).

Dependiendo de varios factores (nUmero de parasitos, principales géneros
involucrados, edad del hospedador o su estado nutricional), la presencia de
vermes llevara a la enfermedad clinica. Con la mayoria de los géneros de NGE se
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observa pérdida de apetito, diarrea y palidez de las mucosas. En algunos casos
severos puede presentarse la mortalidad en ovinos y caprinos. Sin embargo,
generalmente la presencia de nematodos esta asociada a manifestaciones
subclinicas que producen sus mayores efectos en la producciéon animal. Los dafios
economicos debidos a los vermes son por la disminucidn de la produccién o
retraso en el crecimiento (Coop y Kyriazakis, 1999; Parkins y Holmes, 1989).
Ademas, es claro que estas infecciones parasitarias pueden afectar la calidad de
la lana, carne o leche y también se producen efectos en la reproduccion del
hospedador (Hoste y Chartier, 1993).

Morfologia y funcionamiento del abomaso

Puesto que la hemoncosis ocasiona diversas modificaciones en la morfologia
y el funcionamiento del abomaso a continuacién se presenta una breve resefa de
su estructura y funciones de sus componentes.

La descripcidon del estomago glandular aplica para el abomaso. Posee
numerosas invaginaciones o poros, conocidos como criptas gastricas que estan
organizadas en una unidad constituida por la regién apical, recubierta de células
productoras de mucina superficiales que secretan un mucus espeso que protege
el epitelio del estbmago frente a las condiciones acidas y de molturacion presentes
en la luz del 6rgano; un istmo (cuello) donde se localiza el area progenitora que da
origen a todas las células epiteliales gastricas y la regién glandular (base)
localizada en la parte mas baja de la unidad (Banks, 1993; Schubert y Peura,
2008; Thomas, 2009).

El abomaso esta dividido en dos regiones glandulares equivalentes al fondo y
piloro del estbmago del monogastrico. La regién cardica esta confinada al area
adyacente al orificio omaso-abomasal. El interior del abomaso tiene alrededor de
12 pliegues que se extienden sobre el fondo y el cuerpo pero estan ausentes del
piloro, donde se ubica una constriccion que lo separa del duodeno. El area
glandular del fondo (oxintica o fundica), cuyo sello distintivo son las células
parietales u oxinticas, comprende 80% del 6rgano. Estas células secretan HCI que
disminuye el pH del estbmago a 1.5-3.5. Este pH tiene diversas funciones: 1) es



necesario para la funcién de la pepsina, 2) provee un ambiente hostil para las
bacterias ingeridas con el alimento, 3) desnaturaliza las proteinas e inactiva
enzimas en el alimento y 4) destruye paredes celulares, material vegetal y tejido
conectivo. Distribuidas entre las células parietales se disponen las células
mucosas del cuello, que secretan moco mas diluido y menos viscoso que las

células mucosas superficiales (Thomas, 2009).

Otro tipo celular presente entre las glandulas oxinticas, esta constituido por
las células zimogénicas (principales) que predominan en la base de la glandula y
secretan pepsinodgeno y leptina, esta ultima también se encuentra presente en las
células parietales. La pepsina se produce en las células principales como
proenzima inactiva (zimégeno) denominada pepsindgeno y se almacena en las
células en forma de granulos hasta el momento de su secrecién a la luz de las
glandulas gastricas. Después de su secrecion, es expuesto al contenido acido del
estbmago lo que determina la escision de una pequefia porcién de la molécula
proteica que produce la activacién de la enzima. Este patron de activacion es
necesario, ya que las enzimas activas podrian digerir y destruir las células que las
sintetizan (Thomas, 2009).

Al interior de la glandula fundica existen células neuroendocrinas. Esta
poblacion esta conformada por las células enterocromafines (EC) que contienen
péptido natriurético atrial (ANP), serotonina y adrenomedulina; las células
similares a las enterocromafines (ECL) secretoras de histamina; las células D
productoras de somatostatina y amilina y las células Gr que contienen grelina y
obestatina (Schubert y Peura, 2008).

El area de las glandulas piléricas, donde esta ubicada las células de gastrina
o células G, comprende 20% del 6rgano En el interior de la glandula, ademas se
encuentran las células D que secretan somatostatina, la cual es liberada al fluido
intersticial que bafa a las células G e inhibe la liberacion de gastrina. Al igual que
las glandulas oxinticas, son capaces de secretar pepsindgeno. (Banks, 1993;
Akers y Denbow, 2008; Schubert y Peura, 2008; Joseph y col., 2003, Thomas,
2009).



La distribucién de las células que conforman ambos tipos glandulares se
esquematiza en la figura 2.

Glandula oxintica

p e, Glandula pilérica.
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Figura 2. Anatomia funcional de la mucosa abomasal (estomacal). En el area glandular
oxintica (fundica) se localizan las células D productoras de somatostatina que poseen
procesos citoplasmaticos que terminan en la cercania de las células parietales secretoras
de acido clorhidrico y de las células semejantes a las enterocormafines secretoras de
histamina, y en la regién pilérica se localizan las células G secretoras de gastrina. La
correlaciéon funcional de esta conjuncién anatémica es un ténico moderador paracrino a
cargo de la somatostatina ejercido directamente sobre la secrecion acida de la célula

parietal e indirectamente inhibiendo la secrecion de histamina y gastrina (Schubert y Peura,
2008).
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Principales alteraciones ocasionadas dentro del abomaso por la
infeccion por H. contortus

Entre los cambios provocados sobre la mucosa abomasal por la infeccion
ocasionada por H. contortus se encuentran: una apariencia granular sobre la
superficie y la presencia de algunas hebras de sangre. A nivel microscépico se
observa un engrosamiento del tejido fundico, que en ocasiones duplica su
profundidad debido a la presencia generalizada de hiperplasia a nivel medio de la
mucosa. En esta area existe una hipertrofia de las poblaciones de células
productoras de moco al igual que una disminucion de las células principales. Las
criptas se vuelven estrechas, numerosas y densamente empaquetadas sobre la
superficie de la mucosa; las células parietales disminuyen a nivel medio, pero aun
son numerosas en la profundidad de la glandula (Hunter y Mackenzie 1982, Scott
y col., 1998; 1999; Al-Zubaidy y col. 1986).

Aunado a los cambios morfoloégicos, una caracteristica de la hemoncosis es
el reclutamiento e hiperplasia de mastocitos mucosales, La mastocitosis mucosal
que incluye la presencia de leucocitos globulares intraepiteliales, definitivamente
se relaciona con la helmintiasis gastrointestinal y su efecto relacionado con la
expulsion de parasitos es en funcidén de la proteasa de los mastocitos ovinos
(SMCP) ampliamente vinculada con la presencia de estas células. Por otro lado,
existe eosinofilia tisular, ya que los eosindfilos son reclutados desde la infeccion
primaria por H. contortus, y una respuesta mas rapida se observa en ovinos
inmunes, ademas, los eosindfilos son capaces de acumulase alrededor de las
larvas. Estas células se caracterizan por tener poseer granulos con moléculas
como la proteina catidnica eosinofilica, una peroxidasa eosinofilica y una
neurotoxina. El infiltrado de eosindfilos coincide con el de células mononucleares,
principalmente linfocitos T CD4+, Y&-TCR+ vy linfocitos B, que se observa desde
los 3 dias pos-infeccion y contintia incrementandose conforme avanza la infeccion.
Las proporciones relativas de linfocitos y eosindéfilos son muy variables incluso
dentro de una pequena seccion de tejido. Aproximadamente 16 dias después de la

infeccion un numero mayor de linfocitos y células plasmaticas pueden ser
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observados. (Charleston, 1965; Huntley y col., 1992; Balic y col., 2000; 2002;
2005; Rainbird y col., 1998; Schaling, 2000; Rothenberg y Hogan, 2006).

Métodos de control de las nematodiasis gastrointestinales de ovino

El control de los NGE debe contemplar un conjunto de acciones que
combinen los tratamientos antihelminticos estratégicos con practicas de control
que limiten los riesgos de la infeccion. En el cuadro 1 se presentan los principales
grupos de antihelminticos que existen en el mercado utilizados en el tratamiento
de los NGE (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

La utilizaciéon de los antihelminticos se puede clasificar de acuerdo a su
momento de aplicacién, y este puede ser: curativo, cuando es aplicado en el
momento en que la enfermedad ha sido diagnosticada y algunas muertes se han
presentado; tactico, cuando se tiene conocimiento de la epidemiologia de la
enfermedad y es aplicado durante la época de condiciones Optimas para el
desarrollo de las fases infectantes; estratégico, el cual tiene como objeto reducir
contaminaciones de los pastos teniendo el conocimiento de los cambios
estacionales de la infeccidn y supresivos, en momentos cuando las poblaciones
parasitarias declinan tanto en los pastos como en los animales, esto resulta en

beneficio porque habra menos contaminacion de los potreros (Torres y col., 2008).

La aplicacion de farmacos contra NGE en el pasado resultaba una actividad
facil de realizar, econémica y eficaz, sin embargo, el uso continuo e indiscriminado
de los antihelminticos ha favorecido la aparicion de parasitos resistentes a esos
productos, lo cual representa uno de los problemas de salud mas importantes en
el mundo y que ha orillado al desaliento y en muchos casos hasta el desaparicion
de la produccion ovina (Prichard y col., 1980; Kaplan, 2004; Torres-Acosta y col.,
2012).

La resistencia antihelmintica se relaciona con la seleccion de individuos por
farmacos que afectan unicamente a la porcion parasita de una poblacién de
nematodos. Puesto que no se espera que ningun antihelmintico sea 100% efectivo

sobre el 100% de las especies parasitas y sus diferentes fases de desarrollo, el
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pequeno numero de parasitos que sobreviven, los cuales representan la porcion
resistente de la poblacion, tienen una elevada oportunidad para contribuir en la
siguiente generacion aumentando la cantidad de individuos resistentes (Waller,
1994).

Grubo Principio Dosis Via de
P activo mg/kg administracion
Tiabendazol 50.0 Oral
Albendazol 50 Oral
Bencimidazoles MebendaZO| 15 Oral
Fenbendazol 5.0 Oral
Oxfendazol 5.0 Oral
Febantel 6.0 Oral
Probencimidazoles Tiofanato 50.0 Oral
Netobimin 7.5 Oral
Levamisol 7.5 Subcutanea
Imidazotiazoles
Morantel 6.0 Oral
Ivermectina 0.2 Subcutanea y
oral
Lactonas macrociclicas | Moxidectina 0.2 Subcutanea
Doramectina 0.2 Subcutanea
Nitrofenoles Nitroxinil 10 Subcutanea
Salicilanilidas Closantel 10 Subc(l:::lnea y

Cuadro 1. Principales grupos de antihelminticos que se emplean en ovinos
existentes en el mercado (Torres-Acosta y Hoste, 2008).

Las estrategias actuales de control se enfocan a evitar o retrasar la

presentacion de resistencia de los NGE a los antihelminticos, dentro de las cuales
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se encuentran el manejo del pastoreo; el empleo de animales de razas resistentes
o individuos resistentes de la misma raza; el sistema FAMACHA; hongos con
actividad nematéfaga; compuestos que se encuentran naturalmente en plantas,
arboles, semillas y frutos; vacunas elaboradas a partir de antigenos intestinales de
H. contortus, ademas del uso de particulas de 6xido de cobre (Barger, 1996;
Torres-Acosta y Hoste, 2008; Bishop y Morris, 2007; Van Wyk y col., 1997;
Mendoza y col., 1998; Hammond y col., 1997; Newton y col., 1995 Knox, 2002).

COBRE

Importancia del cobre

En 1928 Hart y Envejhem demostraron que el cobre (Cu) es esencial para el
crecimiento y la formacion de hemoglobina en roedores, y posteriormente para la
prevencion de un amplio rango de desdrdenes clinicos y patologicos en diversas
especies de animales monogastricos. Diversas enfermedades degenerativas que
ocurren naturalmente en animales de pastoreo que responden a la terapia con Cu,

fueron descubiertas poco después (Suttle, 2010).

Distribucion

Un animal grande puede almacenar de 50 a 120 mg (780 a 1889 pmol) de
Cu. Muchas de las especies no rumiantes tienen concentraciones hepaticas de Cu
de entre 2 y 10 pg/g (0.032 a 0.16 ymol/g). Las concentraciones mas elevadas (>5
Mg/g; >0.079 umol/g) estan normalmente en higado, cerebro y pelo. Los tejidos
con niveles intermedios (1.5 a 0.5 pg/g; >0.024 a 0.078 pmol/g) incluyen renal,
pancreatico, piel, muscular y 6seo. Tejidos con bajas concentraciones (>1.5 pg/g;

>0.024 umol/g) incluyen pituitario, tiroideo, el timico, el ovarico y testicular (Keen
y col., 2003; Mason, 1979, Smart y col., 1981; Stern y col., 2007).

El rango normal de Cu en la sangre de animales saludables esta entre 0.5y
1.5 pg/ml (7.9 a 23.6 ymol/litro) (Mason, 1979). Los rumiantes tienen una elevada
capacidad de almacenamiento de Cu en su higado, a menudo excediendo dos
terceras partes del total corporal. Las concentraciones tipicas de Cu en ovinos y
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bovinos van de 20 a 150 ug/g (0.315 a 2 a 36 umol/g). Las elevadas
concentraciones en rumiantes, aparentemente reflejan una elevada capacidad de
retencion de Cu mas que una diferencia en el consumo o absorcion. Las
concentraciones en otros tejidos son similares a aquellas reportadas para no
rumiantes. En muchas especies, el neonato se caracteriza por tener
concentraciones hepaticas que son significativamente mas elevadas que en un
adulto. Sin embargo, el cobre en muchos otros tejidos tiende a ser mas elevado en

el adulto que en el recién nacido. (Stern y col., 2007)

Funciones del cobre

El cobre tiene dos funciones principales: puede ser un componente
estructural en macromoléculas actuando como un centro de coordinacién y es
también un cofactor reductor comun para un sinnumero de oxigenasas y
monooxigenasas que son esenciales para la vida, debido a su habilidad para

transitar entre estados reducidos y oxidados (Rucker y col., 2008).

Las alteraciones inmunoldgicas, de la funcién neuroldgica, de las defensas
oxidantes y la despigmentacion resultado de la deficiencia de Cu estan
relacionadas con enzimas especificas como la cobre-zinc superoxido dismutasa,
la cual cataliza la dismutacion del anién superdxido convirtiéndolo en oxigeno y
peréxido de hidrogeno: 2 HO, — H,O, + O (Lipard y col., 1994). La actividad de
las superoxido dismutasas SOD1 y SOD2 se reduce en los neutrdéfilos por la
deficiencia de cobre (Keen y col., 2003; Rucker y col., 1998; Stities y col., 2000;
Tinker y Rucker, 1985; Prohaska 2006).

El cobre es parte estructural de la ceruloplasmina, que oxida hierro ferroso a
hierro férrico para su transporte por la transferrina al sitio de formaciéon de la
hemoglobina; de la diaminooxidasa, que destruye la histamina, particularmente en
placenta y de la dopamina B-hidroxilasa, responsable de la produccién de
adrenalina y noradrenalina (Maintz y col, 2008; Keen y col., 2003). En el complejo

enzimatico, citocromo oxidasa C (CCQ), el Cu es responsable por la transferencia
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terminal de electrones en la cadena respiratoria y consecuentemente para la

generacion de energia en todos los tejidos. (Jones y Suttle, 1987).

Ademas el Cu puede proteger tejidos contra el “estrés respiratorio” de los
radicales libres, incluyendo aquellos generados durante la respiracion, e interactua
con otros nutrientes con propiedades antioxidantes. También es un componente
de la lisil-oxidasa, una enzima que participa en la sintesis de colageno y la
elastina, dos importantes proteinas estructurales encontradas en el hueso y el
tejido conectivo. Asimismo, es importante para la produccion de la hormona
tiroxina. Una tirosinasa que contiene Cu, convierte la tirosina a melanina,
necesaria para la formacion de los pigmentos de la piel, pelo, lana y ojos. ElI Cu
también es necesario para la sintesis de fosfolipidos encontrados en la cubierta de
mielina en los nervios periféricos. (Suttle, 2010; Uriu-Hare y col., 1998; Araya y
col., 2006; Harris, 2001; Groff y col., 1995).

Existen mas proteinas fijadoras de cobre que cuproenzimas, aunque no todas
tienen funciones probadas. Las metalotieninas (MTs) especialmente MTII, unen
cobre y pueden tener papeles protectores durante la exposicion al exceso de
cobre. Dos agentes de la coagulacién, los factores 5 y 8, son cuproproteinas con
actividad dependiente de Cu y su carencia debilita la adhesion plaquetaria (Lee y
col., 1994; Bonham y col., 2002; Lominadze y col., 1997; Prohaska, 2006).

Metabolismo y absorcidon

En rumiantes la absorcion de cobre (Ac,) esta determinada enormemente por
procesos digestivos en el rumen que degradan fuentes inorganicas y organicas de
azufre a sulfuro (S*) mientras que fallan para digerir 30-50% de la materia
organica (Suttle, 1974). Gran parte del Cu liberado durante la digestién ruminal es
precipitado como sulfuro de cobre (CuS) y permanece sin absorberse, mientras
sea liberado durante la digestiéon post-ruminal puede llegar a ser parcialmente
unido a constituyentes sin digerir. Los protozoarios del rumen son importantes

generadores de S y su remocién por aislamiento o la administracién de ionoforos
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antiprotozoarios incrementa el Ac,. La retencion fraccional de cobre en el higado

puede reflejar el Ag, (Bird, 1970; lvan, 1988; Barrowman and van Ryssen, 1987).

El Cu que es absorbido en el intestino se une a albumina y es transportado al
higado, donde la ceruloplasmina lo transporta hacia otros tejidos (Hellman y Gitlin,
2002). El transporte y metabolismo celular del Cu depende de una serie de
proteinas de membrana y péptidos solubles mas pequefos que constituyen un
sistema integrado para el mantenimiento de la homeostasis celular. El
transportador de alta afinidad (CTR1) de la membrana plasmatica media casi todo
el consumo de Cu en condiciones de concentraciones bajas y se degradada en
concentraciones elevadas. Asociada con este transportador esta una reductasa de
cobre que lo mantiene en el estado +1 (la forma mas soluble) en las proximidades
del transportador. Después es transferido a las chaperonas, cuya funcion es llevar

Cu a proteinas especificas dentro de la célula (Rucker y col., 2008).

La salida de Cu es mediante el transporte en vesiculas secretoras via
procesamiento pos-Golgi. Sobre la membrana de las vesiculas, dos ATPasas
catalizan su transferencia a los compartimientos intracelulares, o lo expelen de la
célula. EI ATP7B dirige el Cu hacia la ceruloplasmina plasmatica o hacia la
excrecion biliar en conjunto con otra chaperona (Murr1). Ademas el ATP7A dirige
el Cu dentro de la red trans Golgi hacia las proteinas dopamina -
monooxigenasa, peptidilglicina, a-monooxigenasa amidante, lisil-oxidasa vy
tirosinasa, dependiendo del tipo celular (Rucker y col., 2008; Stern y col., 2007;
Theile, 2003).

Consecuentemente, las cuproproteinas secretadas con la actividad
enzimatica, como la lisil-oxidasa o la ceruloplasmina, frecuentemente reflejan el
estatus del cobre o su consumo en la dieta. Otra caracteristica importante en su
regulacion incluye el papel de la metalotienina, una proteina divalente fijadora de
Cu, Zn, Hg y Cd, que actua amortiguando los cambios en las concentraciones de
Cuy Zn (Ruckery col., 2008).
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Signos clinicos de la deficiencia de cobre

Una amplia variedad de enfermedades relacionadas con el cobre han sido
asociadas con un bajo nivel y son ocasionadas por alteraciones funcionales
(Suttle, 2010; Rucker y col., 2008); algunos de estos padecimientos se describen a

continuacion:

Ataxia. Existe particular vulnerabilidad del cordero a la ataxia neonatal y esta
relacionada a una fase de rapida mielinizacion en el sistema nervioso fetal en la
gestacion media. Si la deficiencia de cobre ocurre en la gestacion tardia la ataxia

aparece unos cuantos dias déspues del parto (Suttle 1988).

Anomalias en lana y pelo. La deficiencia produce anomalias en la lana de
los ovinos provocando la aparicion de fibras casi rectas que producen lana fibrosa
y rigida con reducidas propiedades de resistencia a la tensidn y elasticidad. Los
ovinos de lana negra desarrollan lana blanca y la pigmentacion es tan sensitiva a
cambios en el consumo de cobre que pueden ser producirse bandas sin pigmentar

por deficiencias intermitentes (Underwood, 1977).

Anemia. La anemia se desarrolla después de una severa o prolongada
deficiencia de cobre. En corderos es de tipo microcitica hipocromica, mientras que
en vacas y ovejas puede ser macrocitica hipocromica. La deficiencia de cobre
ocasiona alteraciones en la absorcién, la movilizacién y utilizacion normal de hierro
particularmente debido al papel del cobre como un cofactor redox en varias
ferroxidasas que oxidan Fe*?y Fe*® (Suttle, 1987; O'Dell y Sunde, 1997; Rucker y
col., 2008).

Alteraciones 6seas. La lesion bioquimica subyacente al desarrollo de las
lesiones Oseas en animales con deficiencia de cobre es ocasionada por una
reduccién en la actividad de la lisil-oxidasa. Las alteraciones de la osificacion
endocondral que dan origen al crecimiento anormal del hueso (osteocondrosis)
pueden afectar unicamente a animales en crecimiento (Tinker y Rucker, 1985;
Suttle, 2010).
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Claudicacion. La cuproenzima lisil-oxidasa es responsable de formar las
cadenas polipeptidicas de colageno. Los problemas asociados con la deficiencia
de Cu son fracturas, inflamaciéon y endurecimiento de articulaciones; ademas
existen defectos en la queratina que produce ufias blandas e irregulares (Uriu-

Hare y col., 1998; Swenson y col., 1993; Keen y col., 1989).

Alteraciones cardiovasculares. En bovinos, la deficiencia de cobre puede
provocar degeneracion severa del miocardio con fibrosis que frecuentemente
ocasiona muerte subita. Las lesiones bioquimicas que subyacen los cambios en el
corazon incluyen disminucion de la actividad de la citocromo oxidasa,
anormalidades en la estructura de la elastina y la colagenasa de la pared cardiaca

y los vasos y bajos niveles de norepinefrina (Tinker y Rucker, 1985).

Intoxicacidon por cobre

La toxicidad aguda por Cu es un serio problema en animales domésticos,
probablemente debido al fuerte efecto emético del elemento. En contraste, la
toxicosis de este elemento es un evento frecuente en ovejas debido a su baja
capacidad de sintesis de metalotieninas (Radostits y col., 2007). Existen dos fases
asociadas con la toxicosis por Cu. En la primera fase existe una acumulacion
gradual en tejidos y una elevacién en la aspartato aminotransferasa sérica, lactato
deshidrogenasa, sorbitol deshidrogenasa, la arginasa y la glutamico
deshidrogenasa. Conforme se acumula en el higado, existe tumefaccion y
necrosis de las células del parénquima y las células de Kupffer. La lesion
bioquimica primaria resultado de la toxicosis se cree iniciada por el dafio de los
radicales libres del cobre. Puede ocurrir hemolisis. Durante la crisis hemolitica, las
ovejas tienen higados edematosos parcialmente cirréticos y riiones oscuros
tefidos por la hemoglobina. Los tejidos de ovinos intoxicados por Cu con crisis
hemolitica tienen granulos citoplasmaticos de lipofuccina en el epiltelio tubular
renal y parénquima hepatico, que sugieren ruptura lisosomal. Una patologia
adicional puede ocurrir en la materia blanca del cerebro, puente y cerebelo
(Rucker y col., 2008).
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Prevencion control de la deficiencia de cobre en rumiantes

Una amplia variedad de métodos para proveer suficiente Cu al ganado han
sido desarrollados, sin embargo difieren en eficacia y conveniencia. Entre ellos se
encuentra la aplicacion de fertilizantes con Cu en la pradera, el suministro de sales
en bloque y la incorporacion de sulfato de cobre (CuSO4)en mezclas minerales o
concentrados ofrecidos directamente al ganado, la suplementacion como
complejos de glicinato; la administracion oral mensual o en intervalos mas largos
con CuSOQOy, evitar el contacto con antagonistas como el hierro y el molibdeno, la
existencia de variacion genética en el metabolismo de Cu entre razas y la
suplementaciéon oral de lenta liberacibn con particulas de oOxido de Cu
(MacFarlane, 1989; Haynes, 1997; Suttle, 2010; Hansen y col., 2008; Underwood
y Suttle,1999; Woolliams y col., 1986; Dewey 1977; Deland y col., 1979).

Utilizacion de las particulas de 6xido de cobre como mecanismo de
control de las parasitosis abomasales ocasionadas por H. contortus

Las particulas de 6xido de cobre (PC) de elevada gravedad especifica se
administran en capsulas por sondeo bucoruminal y son retenidas en el abomaso,
donde el Cu es liberado por un periodo de varias semanas (Dewey 1977; Deland y
col., 1979). La dosis dptima para ovinos y bovinos es 0.1 g kg”' de peso vivo
(Suttle, 1981; Whitelaw y col.,, 1984) y la reserva de Cu en higado puede
permanecer elevada incluso meses después de la ultima dosis (McFarlane y col.,
1991). Aunque el 6xido de Cu contiene Cu de intrinsecamente poca disponibilidad
(25% relativo al CuSQy), las enormes dosis que pueden ser administradas con
seguridad como PC lo vuelven una fuente efectiva de lenta liberacion (Baker,
1999). La eficacia puede reducirse cuando existen problemas de diarrea (Suttle,
2010).

La utilizacion de la PC como método de control de las parasitosis
gastrointestinales derivd de un hallazgo accidental, ya que su administracion
provocd una reduccion del pepsindgeno sérico en ovinos infectados con vermes

gastrointestinales (Judson y col. 1982), cuyo aumento por encima de los niveles
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normales esta directamente relacionado con las parasitosis abomasales (Dakkak y
col., 1981; Lawton y col., 1996; Simpson y col., 1997). En trabajos posteriores,
donde se evalud la eficacia sobre la reduccion en la eliminacion de huevos y la
cantidad de fases adultas presentes en abomaso, se observaron valores entre 70
y 95 % para en la eliminacion de huevos por gramo de heces y de 50 a 95 % de
eficacia sobre fases adultas (Bang y col., 1990a; Chartier y col., 2000; Knox, 2002;
Soli y col., 2010, Waller y col 2004; Burke y col., 2007; Vatta y col., 2009; Galindo
y col., 2011).

Existen propuestas del mecanismo de accion de las PC dentro del abomaso y
su posible efecto sobre H. contortus, basadas en las alteraciones morfolégicas
provocadas por los iones de Cu liberados en el ambiente acido del abomaso sobre
la cuticula del verme (Bang y col., 1990; Burke y Miller, 2006); sin embargo, esto
podria resultar inexacto, puesto que la liberacion de los iones de Cu desde las
particulas depende del pH acido del abomaso (Dewey, 1977) el cual bajo
condiciones de parasitosis se encuentra elevado, por lo que incluso no se
recomienda su uso para controlar la deficiencia de cobre cuando la parasitosis

esta presente (Bang y col., 1990b).
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Figura 3. Empleo de particulas de 6xido de cobre. El esquema muestra la forma de
aplicacion y el destino de las particulas de 6xido de cobre. Las particulas de CuO son
administradas en una capsula de gelatina y una vez dentro del rumen son liberadas. Desde
este sitio se distribuyen al resto de los compartimientos. La mayor parte de las particulas de
CuO se alojan en el abomaso y principalmente en los pliegues del 6rgano donde son
disueltas por accion de la secrecion acida del érgano. El cobre que se desprende de las
particulas es arrastrado junto con la ingesta y es absorbido en intestino delgado (Adaptado
de Hale y col., 2007).
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JUSTIFICACION

La infeccidon por el nematodo abomasal H. contortus en ovinos ocasiona
enormes pérdidas desde el punto de vista productivo, las cuales han sido
asociadas con los habitos hematéfagos del verme que pueden desencadenar
anemia e incluso la muerte (Hoste y Chartier, 1993, Coop y Kyriazakis, 1999;
Parkins y Holmes, 1989). Aunado a los habitos del verme se encuentran las
alteraciones ocasionadas en la fisiologia del abomaso, que derivan en la mal
digestion y mala absorcién de nutrientes (Simpson, 2000). Sin embargo, estas
alteraciones se originan desde el momento en que la larva infectante del parasito
(L3) entra en contacto con la mucosa del érgano (Christie y col., 1978), por lo que
control para la enfermedad no solo deberia realizarse una vez que el parasito ha
completado su desarrollo. El tratamiento con particulas de 6xido de cobre se ha
utilizado desde hace tiempo para el tratamiento contra las fases adultas de H.
contortus (Burke y Miller, 2004, 2006; Chartier y col., 2000); sin embargo, su uso
para la prevencion de la infeccion contra las fases larvarias causales de la
infeccion ha sido poco estudiada (Galindo y col., 2011; Waller; 2004; Vatta, 2009).
Asimismo, existe escasa informacion sobre el mecanismo por el cual de las
particulas de 6xido Cu (PC) poseen actividad nematodicida contra H. contortus.
Por lo anterior, el presente trabajo se disefid enfocandose en profundizar en los
procesos mediante los cuales las PC interfieren con la infecciéon ocasionada por H.
contortus en el abomaso. Ademas, con la realizaciéon del presente estudio se
generara informacién que servira para sentar las bases para el uso potencial de

particulas de cobre en el control de esta la nematodiasis.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de la administracion oral de particulas de 6xido de cobre
(PC) sobre el establecimiento de larvas infectantes (L3) de H. contortus en ovinos

y las posibles alteraciones en la mucosa abomasal.

Objetivos especificos

- Determinar el porcentaje de establecimiento in vifro de larvas de H.
contortus en tejido de la regién fundica y pilérica abomasal de ovinos tratados con

particulas de éxido de cobre.

- Evaluar posibles el numero de células cebadas, eosindfilos y leucocitos

globulares en la mucosa abomasal de ovinos particulas de 6xido de cobre.

- Cuantificar la concentracion de cobre en higado, tejido y contenido

abomasal de ovinos tratados con particulas de 6xido de cobre.

-Relacionar las concentraciones de cobre, las modificaciones en el nimero de
células cebadas, eosindfilos y leucocitos globulares y el porcentaje de

establecimiento de L3 de Haemonchus contortus.

HIPOTESIS

Las particulas de 6xido de cobre administradas por via oral al momento de
interactuar con la mucosa abomasal provocan un aumento en la proporcion de
células cebadas, eosindfilos y leucocitos globulares en la mucosa abomasal, que
impiden el establecimiento de las larvas infectantes de H. contortus y ocasionan

reducciones en la poblacion de adultos del parasito.
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MATERIALES Y METODOS

Animales. Se utilizaron cuarenta y cinco ovinos machos F1 finalizados (en
promedio 40 kg de peso) de aproximadamente 6 meses de edad, procedentes de
un rancho de engorda en estabulacién con corraletas elevadas, ubicado en el
estado de Querétaro, los cuales no habian sido expuestos previamente a NGE.
Estos animales se mantuvieron en confinamiento en condiciones controladas que
evitaron la infeccion por NGE. Recibieron alimento balanceado comercial para
ovinos (Purina® Ovinos®, 14% de proteina) de acuerdo al 4% de su peso corporal

y tuvieron acceso al agua ad libitum.

Larvas 3 de H. contortus. Las larvas se obtuvieron de las heces de animales
infectados una cepa de H. contortus aislada y caracterizada en la Facultad de
Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM; mediante la técnica de cultivo larvario
(Alba, 2007). Las larvas 3 se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion por un

periodo no mayor 3 semanas.

Diserio experimental. Los 45 corderos se distribuyeron en cinco grupos de 9
animales cada uno. El grupo 1 (grupo testigo) no recibié tratamiento; el grupo 2
estuvo integrado por corderos tratados exclusivamente con 2 g de particulas de
oxido Cu (PC); el grupo 3 se infecto artificialmente con 10,000 larvas 3 (L3) de H.
contortus; el grupo 4 recibié inicialmente 2 g PC y posteriormente fue infectado
con 10,000 L3 del parasito 72 horas antes del sacrificio el grupo 5 recibio
inicialmente un inoculo de 10,000 L3 y una vez confirmada la infeccidn, recibi6 2 g
de PC. Después de administrados los tratamientos, los corderos de cada grupo
fueron sacrificados de forma humanitaria a distintos periodos segun el esquema
descrito en el cuadro 2 y los abomasos se extrajeron de la canal para la
realizacion de la técnica de establecimiento larvario y la determinacion de las
concentraciones de cobre en tejido del érgano y contenido. Con este mismo

propdésito ademas, se colectaron muestras de higado.
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Tratamientos

i Particulas de Sacrificio pos- No. de

Grupo Infeccion oxido de cobre op .
. tratamiento ovinos

(dia 0)

72 horas 3

Testigo | - | e 2 semanas 3

4 semanas 3

10000 larvas 3 de 72 horas 3

L3 Haemonchus contortus | — —————mmmmmmmmm 2 semanas 3

(dia 0). 4 semanas 3

72 horas 3

PC | - 29 2 semanas 3

4 semanas 3

10000 larvas 3 de 72 horas 3

PC+L3 | Haemonchus contortus 72 29 2 semanas 3

horas antes del sacrificio. 4 semanas 3

10000 larvas 3 de 2 g seis 72 horas 3

Hc+PC semanas pos- 2 semanas 3

Haemonchus contortus. . .,
infecciodn 4 semanas 3

Cuadro 2. Diseino experimental. Conformacién de 5 grupos experimentales.

Metodologia

Administracion de tratamientos. A su llegada, todos los animales fueron
desparasitados con 7.5 mg/kg de levamisol (Ripercol®, Pfizer®, 12.5%) y se
monitorearon mediante la técnica de McMaster para verificar que no existiera
infeccion por NGE por un periodo de 7 dias. Durante este periodo ademas, se
adapt6é a los animales a la dieta de mantenimiento: 80% alimento balanceado
(Purina® Ovinos®, 14% de proteina) y 20% de heno de alfalfa. Transcurrido este
periodo se inicid la infeccién artificial con L3 de H. contortus, siguiendo la técnica
descrita por Wood y colaboradores (1995), comenzando con el grupo cinco, seis
semanas antes de la aplicacion del resto de los tratamientos. Posteriormente
fueron administradas las PC (UltraCruz Goat Copper Bolus™, Santa Cruz Animal
Health) dentro una capsula de gel mediante sondeo buco-ruminal para depositar el

total del inoculo en el rumen.
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Procesamiento de visceras. Después del sacrificio se recuperaron los
abomasos y se llevaron inmediatamente al laboratorio, manteniéndose en todo
momento a 37°C. Al mismo tiempo se tomaron muestras de tejido hepatico, las
muestras de contenido y de la regién pildrica y fundica del abomaso se tomaron
una vez que el érgano se encontraba en el laboratorio las cuales se congelaron a
-20°C para la determinacion posterior de concentraciones de cobre. Al llegar al
laboratorio los abomasos se incidieron por la curvatura menor para evitar dafar en
la medida de lo posible la arquitectura de la mucosa del 6rgano y fueron lavados

con solucién salina fisiolégica a 37°C.

Ensayo in vitro de establecimiento larvario. El ensayo de establecimiento
larvario se realizd siguiendo las recomendaciones de Jackson y colaboradores
(2004). Brevemente se tomaron aleatoriamente 6 muestras de aproximadamente 2
centimetros de diametro tanto de la region fundica como de la pilérica. Cada
porcidn de tejido se colocd en una seccion de una placa Corning de seis pozos. A
continuacion se agregd solucion de Hank con 20 mmol L™ de Hepes a 37°C
alrededor del tejido.

Se fabricaron cilindros de aislamiento con jeringas de 5 ml sin el extremo
anterior y se colocaron sobre el tejido; dentro se introdujeron dosis de 2500 L3 de
H. contortus desnudadas previamente con hipoclorito de sodio. Las placas se
sometieron a incubacién a temperatura de 38° C en una estufa de cultivo celular
por un lapso de tres horas.

Al finalizar la incubacion, los cilindros de aislamiento y los tejidos se
enjuagaron con solucion salina fisiologia al 0.9% en tubos para centrifuga de 50 ml
para remover todas las larvas que no se asociaron con la mucosa. Posteriormente,
el tejido fue lavado vigorosamente sumergiéndolo treinta veces en 25 ml de
solucion salina fisiologica en un tubo para centrifuga de 50 ml. Por ultimo el tejido
fue colocado en un tercer tubo y digerido en una solucién de 50 ml de pepsina y
HCl al 1% a 38° C por 12 horas.

Para el conteo de L3 de H. contortus asociadas al tejido, el volumen de todos
los tubos fue ajustado a 50 ml y su contenido fijado con 2 ml de yodo
helmintolégico (250 g de yoduro de potasio, 50 g de yodo resublimado en 500 ml

27



de agua destilada). El numero de larvas presentes en una alicuota al 2% de cada
muestra fue cuantificado mediante el uso de un microscopio estereoscépico y el
porcentaje de establecimiento fue determinado utilizando la siguiente formula
(Jackson y col., 2004):

Porcentaje de asociacion = Total de larvas en el tubo de digestion X100

Larvas enjuague + larvas lavado + larvas digestion

Recuperacion de las particulas de cobre. Las particulas de 6xido de Cu se
recuperaron colocando el contenido abomasal en un cernidor sometiéndolo a un
flujo abundante de agua para retirar los restos de arena y contenido de abomaso.
Una vez terminado el proceso se dejaron secar a temperatura ambiente y su peso

fue determinado con ayuda de una balanza analitica.

Conteo de fases adultas de Haemonchus contortus posmortem. Se
recuperaron los adultos del parasito de los abomasos para cuantificar las

poblaciones siguiendo las recomendaciones de la WAAVP, (Wood y col., 1995).

Conteo de células inflamatorias. Se tomaron secciones de 2 cm de tejido
de las areas fundica y pilérica abomasal, las cuales fueron preservadas en
formaldehido al 10% para su posterior procesamiento. Posteriormente, las
muestras fueron deshidratadas e incluidas en parafina. Se realizaron cortes
histolégicos de 0.5 pm con la ayuda un micrétomo (AO Scientific Instruments), los
cuales se colocaron en una solucién de gelatina bacterioldgica a 37 °C para el
montaje del tejido. Al finalizar se tifieron con hematoxilina-eosina para la busqueda
de células asociadas a la inflamacion y poder observar cambios en la morfologia
de la mucosa ademas de localizar larvas 3 de H. contortus. Ademas se utilizé una
técnica de azul de toluidina modificada para detectar la presencia probable de
células cebadas (Tolouidine Blue Staining Protocol for Mast Cells, IHC World). El
conteo de células se realizd en 10 campos con el objetivo 20x utilizando el

programa Image Pro Premier (Media cibernetics®)
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Determinacion de las concentraciones cobre. Se procedié a descongelar
las muestras de higado y de tejido y contenido abomasal a 4°C. Posteriormente
500 mg de cada una de las muestras se sumergieron en una solucion de 4 mi
agua Mili-Q + 3 ml de acido nitrico al 70%+ 1 ml de peroxido de hidrogeno al 30%
JT Baker®) por 20 minutos para posteriormente ser sometidas a digestion en un
horno de microondas (MARS®) a 170 °C por 35 minutos. Al finalizar todos los
tubos se ajustaron a un volumen de 25 ml. Las concentraciones de cobre se
determinaron mediante espectrofotometria de plasma utilizando un equipo de

plasma de acoplamiento inductivo (ICP; Thermo Jarrel ASH Corporation).

Andlisis de datos. El porcentaje de establecimiento in vitro de larvas de H.
contortus, la cantidad de adultos del parasito, la concentracion de cobre en las
distintas muestras y la cantidad células fueron procesados mediante analisis de
varianza y una prueba de diferencias minimas significativas para evidenciar las
diferencias entre tratamientos. Ademas, se realizd un analisis de correlacion de
Pearson para establecer si existia asociacion entre la concentracién de Cu, el
establecimiento larvario y la cantidad de células. Todos los datos se procesaron
mediante el programa SPSS 21 (IBM®). Los efectos se consideraron significativos

cuando el nivel de confianza excedio6 el 95% (p<0.05)
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RESULTADOS

Cantidad de adultos de H. contortus recuperados

La figura 4 presenta el conteo de las fases adultas de H. contortus
recuperadas del abomaso de ovinos infectados artificialmente con el parasito
tratados con PC y fueron sacrificados a las 72 horas, 2 y 4 semanas de aplicado el
tratamiento. Una menor cantidad de adultos se detecto desde las 72 horas (9030
vs 20731762.68; p=0.01) y ademas se observdo a las 2 y 4 semanas
(20+20<2073+762.68 (p=0.01) y 130+115.32<2073+762.68 (p<0.01)
respectivamente) comparado con los animales infectados con H. contortus sin

tratamiento con PC.
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Figura 4. Total * EE de fases adultas de H. contortus recuperadas de abomasos de
ovinos infectados con el parasito con y sin tratamiento con particulas de 6xido de
cobre. *diferencia significativa entre medias p<0.05.
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Porcentaje de establecimiento in vitro de L3 de H. contortus sobre tejido
de la regidn fundica y pildrica

La figura 5 muestra el porcentaje de establecimiento in vitro de L3 de H.
contortus en la regién fundica del abomaso. Puede observarse que en el tejido de
los ovinos sacrificados a las 72 horas, una mayor reduccion en el establecimiento
ocurrié en los animales inoculados con L3 de H. contortus y tratados con PC en
comparacion con los animales testigo (27.9+3.15 < 47.8+3.33; p=0.04) y con el
grupo con hemoncosis que recibio PC (27.9+3.15<4515.51; p=0.046). Dos
semanas despueés, un menor porcentaje de establecimiento de L3 se observd en
los grupos de ovinos que recibieron L3 de H. contortus (27.9+4.15<46.8+3.72;
p=0.035) y PC y L3 del parasito, donde ademas se recuperoé la menor cantidad de
L3 con respecto al testigo (26.9£3.97<46.8+£3.72; p=0.05). Por ultimo, el porcentaje
de establecimiento de los individuos sacrificados a las 4 semanas postratamiento
fue menor en todos los grupos que recibieron algun tipo de tratamiento con
respecto al testigo (Testigo: 49.61+7.09>PC: 25.57+4.73 (p=0.014); L3:17.231£3.06
(p=0.014); PC+L3:19.21+3.32 (p=0.003); Hc+PC: 25.38+3.16 (p=0.013).
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Figura 5. Media * EE de los porcentajes de establecimiento in vitro de L3 de H.
contortus sobre tejido de la region fundica abomasal de ovinos sometidos a distintos
tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de H. contortus. * diferencia significativa
entre medias p<0.05;

La figura 6 muestra el porcentaje de asociacion de L3 de H. contortus sobre
tejido de la region pilorica del abomaso. No se observé disminucion en el
establecimiento en ninguno de los animales de los grupos que recibieron
tratamiento con respecto al grupo de corderos testigo en el sacrificio realizado a
las 72 horas (p>0.05), aunque un porcentaje menor de establecimiento fue
observado en el grupo de animales que recibié L3 de H. contortus (29.7+3.77) y el
mayor porcentaje de establecimiento de L3 se observo en el grupo de animales
tratados con PC mas L3 de H. contortus, a diferencia de los corderos inoculados
con L3 (60.57+2.22>29.7+3.77; p=0.009). No se obtuvieron diferencias entre los
tratamientos sobre el porcentaje de establecimiento de L3 en los animales
sacrificados a las 2 semanas y el menor porcentaje de asociacion de L3 se
presentd en el grupo donde se administraron PC y L3 de H. contortus (30.4+5.0).
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Cuatro semanas después fue posible observar un menor porcentaje de
establecimiento de L3 en los animales que recibieron PC en comparacion con los
ovinos del grupo testigo y el grupo con hemoncosis y tratado con PC
(19.5+2.8<49.5¢8.11 (p= 0.03) y 19.5+2.81<49.5+#3.58 (p= 0.011)
respectivamente). Este ultimo, ademas obtuvo mayores porcentajes de
establecimiento que los animales inoculados exclusivamente con L3 (22.7+£3.11<
49.5+3.58; p=0.021).
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Figura 6. Media * EE de establecimiento in vitro de los porcentajes de establecimiento
de L3 de H. contortus sobre tejido abomasal de la region pilérica de ovinos sometidos a
distintos tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de H. contortus. *diferencia
significativa entre medias p<0.05.
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Concentraciones de cobre (Cu) en tejido hepdtico, abomasal (regién fiindica
y pilérica) y contenido de abomaso
Los siguientes figuras muestran las concentraciones de Cu de las distintas
muestras obtenidas de los animales sometidos a los distintos tratamientos. En la
figura 7 se pueden observar las concentraciones de Cu obtenidas en el tejido
hepatico, donde una mayor cantidad de Cu se observd en los animales
sacrificados a las 72 horas y 2 semanas postratamiento con respecto al testigo
(61.5+£9.50 vs 28.74+8.43; p=0.03 y 65.5+7.03>28.7+8.43; p=0.01)). A pesar de que
el grupo tratado con PC y L3 de H. contortus obtuvo concentraciones elevadas de
Cu en higado, no se encontraron diferencias con respecto al grupo testigo
(p<0.05). Finalmente, un valor reducido de cobre se aprecio en los ovinos que
inoculados con L3 en comparacion con los animales tratados con PC en el
sacrificio realizado a las 72 horas (33.2+4.71<65.5+7.03; p=0.02) y cuatro
semanas (20+7.78<50.6+13.55; p=0.01). Este fendbmeno ademas ocurrié entre el
grupo de PC y los corderos con hemoncosis que recibieron PC sacrificados a las
72 horas y dos semanas de aplicado el tratamiento (65.5+7.03 vs 24.3+4.74
(p<0.03) y 61.5+9.50 vs 20.2+8.45 (p=0.004) respectivamente).
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Figura 7. Concentraciones (mediatEE) de cobre en higado de ovinos sometidos a
distintos tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de Haemonchus contortus.
*diferencia significativa entre medias p<0.05.

La figura 8 muestra las concentraciones de Cu en tejido proveniente de la
region fundica. Una mayor concentracion en el grupo tratado con PC en
comparacion con los animales testigo fue registrada en el sacrificio realizado a las
72 horas (15.5£3.07> 45+1.33; p=0.0003) y a las 2 semanas
(13.1£3.53>4.51£1.33; p<0.004), lapso en el cual ademas hubo una mayor cantidad
de Cu en el tejido de ovinos tratados con PC a diferencia del grupo de animales
con hemoncosis tratados con PC (13.1£3.53>6.31£1.85; p=0.04). La cantidad mas
sobresaliente de Cu se obtuvo del tejido perteneciente a los animales con
hemoncosis que recibieron PC y fueron sacrificados a las 72 horas y fue diferente
be comparacién con los grupos restante sacrificados dentro del mismo lapso
(Hc+PC: 24.944.74 > testigo: 4.47+1.33 (p<0.00001); L3: 6.69+0.43 (p=0.00002);
PC: 15.5 p=(0.01); PC+L3: 6.4 (p=0.00006).
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Figura 8. Concentraciones (mediatEE) de cobre en tejido abomasal de la region
fundica de ovinos sometidos a distintos tratamientos con particulas de 6xido de cobre y
L3 de H. contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.

La figura 9 muestra las concentraciones de elemento en tejido de la regién
pilérica, donde no se obtuvieron diferencias entre ningun grupo en los distintos
momentos de sacrificio (p<0.05), sin embrago, una alta concentracién de Cu se
encontré en los animales que se sometieron al tratamiento con PC una vez que la

infeccion por H. contortus estaba establecida.
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Figura 9. Concentraciones (mediatEE) de cobre en tejido abomasal de la region
pilérica de ovinos sometidos a distintos tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3

de H. contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.

En la figura 10 pueden apreciarse las concentraciones de Cu en contenido
abomasal, donde una mayor cantidad de Cu se obtuvo en los corderos
sacrificados a las 72 horas en los grupos PC y PC mas L3 de H. contortus en
comparaciéon con el grupo testigo (Testigo: 5.7£1.61<1217.3+419.98 vy
1083.4£299.89; P<0.00001); el inoculado con L3 (L3:7.1+2.58<1217.3+419.98
(p=0.00001) y 1083.4+299.89 (p=0.0001)); y el de corderos con hemoncosis
tratados con PC(Hc+PC:91£3.01<1217.3+419.98 (p<0.00006) y 1083+299.89
(p=0.0001)). Una menor concentracion de Cu se presentd a las dos semanas en
los grupos tratados con PC y PC mas L3; no obstante en el primero los niveles de
Cu aun fueron mayores que en la mayor parte de los grupos (PC:
117.9+19.99>testigo: 5.7+1.61 (p=0.03); L3: 6.2+2.27 (p=0.0095); PC+L3:
10.71£2.24 (p=0.02) con excepcioén del grupo con hemoncosis tratado con PC. Este

ultimo grupo ademas fue mayor respecto al testigo (62.4+33.42>5.7+1.61;
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p<=0.01) y al grupo inoculado con L3 (62.4133.42> 6.2+2.27; p=0.03). Cuatro
semanas después una menor concentracion de Cu se obtuvo del tejido de la
mayor parte de los ovinos, con excepcion de aquellos pertenecientes al grupo con
infeccion establecida y tratamiento con PC, que mostro valores muy similares con

su homologo tratado dos semanas antes del sacrificio.
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Figura 10. Concentraciones (mediatEE) de cobre en contenido abomasal de ovinos
sometidos a distintos tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de Haemonchus
contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.
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Cantidad de células cebadas en tejido de la regidn fiindica y pildrica

A continuacion se presenta la cantidad de células cebadas por cm? en tejido
de la regidén fundica. Aqui puede observarse que la mayor concentracion de
células fue encontrada en los animales con infeccién establecida y tratados con
PC 72 horas antes del sacrificio a diferencia de los animales tratados unicamente
con PC (9.9+2.01>2.6+£0.42; p=0.02). No aparecieron mas diferencias entre

ninguno de los grupos conforme transcurrié el tiempo restante del experimento.
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Figura 11. Media (*EE) del numero de células cebadas por cm’en la regién fundica
abomasal de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre y
L3 de Haemonchus contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.

En la figura 12 se presenta el total de células cebadas por cm?en tejido de la
region pildrica. Al igual que en la regién fundica se observa un menor numero de
células en el grupo que recibié unicamente PC 72 horas antes del sacrificio y tuvo

un valor mas reducido que el grupo testigo y el tratado con L3 de H. contortus
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(3.6+£0.68<11.8+1.88 (p=0.008) y 3.6+0.68<13.1£3.58 (p=0.01) respectivamente).
En el sacrificio realizado a las dos semanas, el mayor numero de células cebadas
se encontrd en el grupo de ovinos testigo, a diferencia de los corderos inoculados
con L3 (17.3x0.57>2.1+0.80; p=0.002), los animales que recibieron PC y L3
(17.3£0.57>2.8+1.52; p<0.008) y los ovinos con hemoncosis tratados con PC
(17.3£0.57>5.212.09; p<0.04). En este lapso de tiempo, los ovinos tratados con
PC también obtuvieron un mayor cantidad de células cebadas en comparacién
con los animales inoculados con L3 (10.414.43>2.1£0.80; p<0.007) y con el grupo
con hemoncosis que tratado PC (10.414.43>5.2+2.09; p=0.02). Finalmente en los
animales sacrificados a las cuatro semanas de la aplicacion de los tratamientos no

se observoé desigualdad.
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Figura 4. Media (*EE) del namero de células cebadas por cm? en region pilérica
abomasal de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre y
L3 de Haemonchus contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.
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Cantidad de eosindfilos en tejido de la region fiuindica y pildrica

En la figura 13 se puede apreciar la cantidad de eosindfilos/cm? en tejido de
la region fundica. Puede observar que en el sacrificio realizado a las 72 horas, el
mayor numero de células se registréo en los corderos tratados con PC y L3 y en
los animales con hemoncosis que recibieron PC en comparacion con el grupo
testigo  (29.948.26>7.2+6.21 (p<0.05) y 30.8%10.38>7.2+6.21 (p<0.05)
respectivamente), con el grupo inoculado con L3 de H. -contortus
(29.948.26>9.11£3.16 (p<0.05) y 30.8+10.38>9.1+£3.16; (p<0.05) respectivamente)
y finalmente con el grupo tratado con PC (29.9+8.26>4.6+1.89 (p<0.05) y
30.8+10.38>4.6£1.89 (p<0.05) respectivamente). Dos semanas después, el
numero mayor de células pertenecié a los animales inoculados con L3 y fue
diferente respecto al grupo testigo y al grupo tratado con PC (L3: 102.5£32.79>
testigo: 7.1+£3.79 (p<0.021); PC: 3.1941.32 (p=0.0002). Dentro de este mismo
lapso, el grupo de animales tratados con PC y L3 y el de hemoncosis tratado con
PC obtuvo un mayor numero de células a diferencia de los animales del grupo
testigo (34.2+0.53>7.1+3.79 (p= 0.03) y 354£27.56>7.1+£3.79 (p= 0.03)). Un numero
reducido de células grupo tratado con PC también fue observado en los animales
sacrificados a las dos semanas y con excepcidén de los animales testigo, fue
diferente en comparacion con los grupos restantes (PC:
3.19+1.32<L3:102.4+£32.79 (p= 0.000002); PC+L3: 34.2+0.53 (p= 0.0002); Hc+PC
35+27.56 (p= 0.001). Cuatro semanas después, la mayor cantidad de células se
observo en los ovinos inoculados con L3 y fue mayor que en los demas grupos
(L3:130.1£30.83>Testigo: 3.8£2.83 (p<0.00001); PC: 10.7+25.32 (p<0.00001); PC
y L3: 29.9+6.07 (p= 0.006); Hc+L3: 14.1+3.37 (p=0.0003). Por ultimo, a las cuatro
semanas una mayor cantidad de células el grupo tratado con PC y L3 al igual que
el grupo de hemoncosis y tratamiento con particulas comparado con el testigo
(29.9+6.07>3.8+2.83 (p=0.003) y 14.1+£3.37>3.81£2.83 (p=0.04).
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Figura 5. Media (*EE) del nimero de eosinéfilos por cm? en region fundica abomasal
de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de
Haemonchus contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.

Respecto a las cantidad de eosindfilos en la regidn pildrica del abomaso, la
figura 14 muestra como el nimero de células por cm? en los corderos sacrificados
a las 72 horas fue mayor en los grupos tratados con PC mas L3 y en los animales
con hemoncosis y tratados con PC en comparacion con el testigo (Testigo:
2.9+0.20<PC+L3: 42.5+13.22 (p= 0.0004) y Hc+PC: 32.3+3.80 (p= 0.002)).
Ademas, el grupo de animales con PC y L3 tuvo una mayor concentracion de
células en este ultimo el grupo de animales inoculados con L3 en este mismo
lapso (11.3+8.16<42.5£13.22; p=0.01). Transcurridas dos semanas, una mayor
cantidad de células se observd en el grupo que recibio L3 y el tratado con PC e
inoculado con L3 en comparacion con el testigo (84.5+27.52>16.2+12.5 (p=0.007)
y 181.4+81.36>16.2+12.5 (p<0.0004) respectivamente), por otro lado una menor

concentracion de células se observo en el grupo tratado con PC en comparaciéon
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con los animales inoculados con L3 (PC:5.15+£1.67<L3:84.47+27.52 (p=0.00009) y
los tratados con PC y L3 (5.15+1.67<181.4+81.36; p=0.000003). Este ultimo tuvo
una mayor cantidad de eosindfilos que el grupo con hemoncosis y tratado con PC
181.4+81.36>17.2+2.59; p<0.001). Al final del experimento (4 semanas
postratamiento) la cantidad de células en los corderos inoculados fue mayor en
relacion con casi todos grupos (L3: 125.7+65.69>Testigo: 9.7+2.54 (p=0.001); PC:
48.5+18.85 (p=0.003); Hc y PC: 184£5.12 (p=0.005)) con excepcion del conjunto de
los animales tratados con PC y L3, el cual obtuvo conteos de células mas
elevados que el grupo testigo (48.5+18.85>9.7+2.54 (p=0.03).
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Figura 6. Media (*EE) del numero de eosinéfilos por cm’en la region pilorica abomasal
de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre y L3 de H.
contortus. *diferencia significativa entre medias p<0.05.
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Cantidad de leucocitos globulares en tejido de la regidn findica y pildrica

El total de leucocitos globulares (LG) encontrados en la region fundica se
muestra en la figura 15. Fue posible observar a las 72 horas que el grupo con
hemoncosis y tratado con PC tuvo el mayor niumero de LG en comparacion con el
resto de los grupos (Hc+PC: 95.8+57.27>Testigo: 0.8£0.80 (p=0.0003); L3:
7.6+4.00 (p=0.00007); PC: 0.6+0.11 (p<0.00001); PC+L3: 0.7+0.38 (p<0.00001).
Ademas, el conjunto de animales inoculados con L3 obtuvo un mayor numero de
LG que los ovinos tratados con PC (7.6+4.00>0.6£0.11 (p=0.02) y particulas en
conjunto con L3 (7.6+4.00>0.7+0.38 (p=0.01). Por otro lado, no se hallaron
diferencias entre ninguno de los grupos de animales sacrificados a la segunda
semana. Finalmente, a las cuatro semanas una mayor cantidad de LG en los
animales tratados con L3 generd diferencias en comparacion con los demas
grupos (L3: 25.1£15.54>Testigo: 1.22+0.80 (p<0.01); PC: 2.4+0.84 (p<0.004)
PC+L3: 2.98+2.77 (p<0.001); Hc+PC; 2.2+0.87 (p<0.005).
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Figura 7. Media (*EE) del numero de leucocitos globulares por cm’en la region fandica

abomasal de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre
y L3 de H. contortus. *diferencia significativa de medias p<0.05.

Finalmente, en la figura 16 puede observarse un numero mayor de LG en la

region pilérica en el grupo de animales inoculados con L3 en comparacion con el

grupo testigo, tratado con PC y con el de ovinos con hemoncosis que recibieron

PC en los individuos sacrificados en la cuarta semana (5.3+3.53>0.4+0.22
(p=0.004), 0.3+0.27

observarse que el valor mas elevado se obtuvo a las 72 horas en el grupo de

(p=0.042) y 0.1+0.13

(p=0.01); no obstante, puede

animales con hemoncosis aunque no fue estadisticamente diferente del resto.
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abomasal de ovinos sometidos a diferentes tratamientos con particulas de 6xido de cobre
y L3 de H. contortus. *diferencia significativa de medias p<0.05.

Analisis de correlacion.

Respecto a las correlaciones en los diferentes tratamientos, en el grupo
tratado con PC no existid asociacion entre las concentraciones de Cu en higado,
fondo, piloro y contenido abomasal, el establecimiento in vitro de L3 de H.
contortus y las células presentes en la mucosa abomasal (p>05). Por otro lado, en
el grupo tratado con PC y L3, una correlacion negativa elevada (-0.772) se
observo entre las concentraciones de Cu en tejido de la region fundica abomasal y
el establecimiento de L3 (p= 0.015). En relacion con el grupo de ovinos con
hemoncosis y tratados con PC, una correlacion positiva media-alta se presenté
entre la cantidad de cobre en tejido del fondo del abomaso, el establecimiento
larvario (0.674; p= 0.47) y la cantidad de células cebadas en la mucosa fundica

(0.780; p= 0.13). Por ultimo en relacion con los adultos, no existié correlaciéon entre
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las concentraciones de Cu en fondo, la la celularidad y la disminucion de la

poblacién de adultos y el porcentaje de establecimiento larvario.
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DISCUSION

La infeccion por el nematodo abomasal H. contorfus en ovinos provoca
pérdidas productivas asociadas con los habitos hematofagos del parasito y las
alteraciones que ocasiona en la fisiologia abomasal, las cuales derivan en mal
digestion y mala absorcion de nutrientes. El tratamiento con particulas de 6xido de
cobre se ha utilizado desde hace tiempo contra las fases adultas de H. contortus
(Burke y Miller, 2004, 2006; Chartier y col., 2000). En nuestro ensayo, el
tratamiento con PC redujo en un 95.65 % el numero de fases adultas desde las
72 horas de aplicadas las PC en comparacion con el grupo con infeccidon. Esta
eficacia es similar a la obtenida en otros trabajos (Bang y col., 1990a y Waller,
2004). Por otro lado la reduccion en las fases adultas coincidié con una elevada
concentracion de Cu en tejido abomasal observada 72 horas de aplicado el
tratamiento, aunque no existio correlacion entre ambos parametros (p<0.05).
Estos datos indican que puede existir un efecto inmediato sobre las fases adultas
del parasito que aparentemente esta relacionado con una accion téxica de las PC

segun lo reportado anteriormente en otros estudios (Bang y col. 19902).

Por otro lado, aunque se sabe que alteraciones en la fisiologia abomasal
observadas en la infeccion por adultos de H. contortus se originan desde el
momento en que la larva infectante del parasito (L3) entra en contacto con la
mucosa del 6rgano y continuan durante el desarrollo del verme (Christie y col.,
1978), la mayor parte de las estrategias para el control de la enfermedad estan
dirigidas hacia las fases adultas del parasito. Actualmente existe poca informacion
disponible sobre la utilizacion de las PC para la prevenciéon de la infeccion por las
fases larvarias del parasito (Galindo y col., 2011; Waller; 2004; Vatta, 2009). En
los estudios realizados en este trabajo probando el efecto de la administracion oral
PC en ovinos sobre el establecimiento in vitro de L3 en tejido de fondo y piloro se
obtuvo una disminucidon en la cantidad de larvas recuperadas del tejido cuatro
semanas después de la aplicacién y este evento coincididé con los niveles mas
bajos de Cu en higado, tejido y contenido abomasal encontrados durante todo el

experimento. Nuestros hallazgos contrastan con lo reportado por otros autores,
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quienes en estudios in vivo tomando en cuenta la cantidad de parasitos adultos
hallados a la necropsia para determinar el porcentaje de establecimiento,
encontraron relacion entre las elevadas concentraciones del mineral en higado y
las reducciones observadas en el establecimiento larvario (Galindo y col., 2011;
Waller; 2004; Vatta, 2009), sin embargo la dosis de PC y el momento de aplicacion
no son similares a las utilizadas en este trabajo. Los datos encontrados en nuestro
ensayo sugieren que no existe un efecto toxico directo sobre de las PC las fases
larvarias del parasito, por lo que el mecanismo de accién puede involucrar factores

mas complejos.

En relacién con la concentraciéon de Cu en muestras de higado, otros autores
han reportado incrementos en tejido hepatico después de la administracién de PC
(Burke y Miller, 2006; Vatta, 2009). Las concentraciones de Cu en higado
obtenidas en este trabajo en los grupos de ovinos tratados con PC y PC mas L3
respondieron positivamente poco tiempo después de la administracién de las PC a
diferencia de lo ocurrido en los animales con hemoncosis, donde un aumento en
la concentracion de Cu hepatico se presentd cuatro semanas después de la
aplicacion del tratamiento y coincidié con una disminucion en los niveles de Cu
hepatico en los ovinos con infeccion en curso. El fendbmeno observado en los
grupos con infeccién en progreso y con hemoncosis y tratados con PC puede
deberse a las alteraciones en el organismo ocasionadas por el parasitismo, puesto
que bajo esta condicién se ha reportado una reduccion en los niveles de cobre
hepatico y puede ser reflejo de la hipoalbuminemia causada por la afeccién
(Hucker y Yong, 1986), debido a que el transporte de cobre hacia el higado
depende de albumina (Hellman y Gitlin, 2002). Ademas, durante una infeccion
gran parte del cobre se encuentra en circulacion unido a ceruloplasmina (Mills,
1987) y este fendmeno podria afectar las concentraciones de Cu en higado. Todas
las alteraciones mencionadas anteriormente explican la elevacion del cobre
hepatico conforme la infeccibn comenzara a ceder en los animales con
hemoncosis y tratados con PC y estan relacionadas con la disminucion en los
niveles de Cu hepatico en los animales con infeccion en curso. Por lo tanto, es

evidente que existe una relacién entre la parasitosis y los niveles de Cu hepatico.
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Un fenémeno similar al observado en higado ha sido reportado con
anterioridad en relacion con la concentracion de cobre en contenido abomasal
(Langlands y col., 1989). Los resultados obtenidos en este ensayo a partir del
contenido de abomaso de los ovinos que recibieron PC o que alojaron en sus
abomasos particulas por un periodo previo antes de la inoculacién con L3,
tuvieron cantidades considerables del elemento transcurridas 72 horas de la
administracién de las PC a diferencia de los animales con hemoncosis tratados
con PC, donde el incremento en los niveles de Cu se manifesté dos semanas
después del tratamiento y no llego a ser tan elevado como en los dos grupos
anteriores al inicio del tratamiento. Este fendmeno puede relacionarse con el
incremento sobre el pH abomasal ocasionado por la hemoncosis (Dakkak y col.,
1981; Nicholls y col., 1987, Simpson y col.,, 1997), el cual interfiere con la
liberacion del cobre desde las PC (Bang y col. 1990b). Por lo tanto, los bajos
niveles encontrados en los animales con hemoncosis se relacionan en un
principio con la infeccion y el incremento posterior con la resolucién de la
parasitosis. Un evento contrastante ocurrié en el tejido de los ovinos tratados con
PC, donde altas concentraciones de Cu fueron encontradas al inicio del
tratamiento , sin embargo, el mayor efecto sucedid en los animales con
hemoncosis que recibieron PC, lo cual sugiere que las diferencias entre tejido y
contenido pueden influenciar enormemente las concentraciones dependiendo de
la localizacion. Este evento podria tener relacidon con la naturaleza de las
particulas de éxido de cobre, las cuales se alojan en los pliegues del abomaso
(Waller, 2004), permaneciendo en estrecho contacto con la mucosa del 6rgano y
con la secrecion acida de las glandulas del 6rgano, independientemente de las
modificaciones en el pH observadas en el contenido abomasal a causa del
parasitismo. Asimismo esta baja concentracion del contenido abomasal
evidentemente pudo influir en las bajas concentraciones de Cu hepaticas en el
grupo de ovinos con hemoncosis y PC.

Debido a que no se ha establecido una asociacidon convincente entre
tratamiento con PC y su efecto antihelmintico sobre H. contortus, la hipétesis de
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este trabajo incluyo la posibilidad de que las alteraciones en la mucosa abomasal
ocasionadas por su interaccion con las PC, que en este ensayo se valoraron por
medio del infiltrado de células que intervienen en un proceso parasitario, pudiesen
impedir la infeccion por H. contortus.

La respuesta inespecifica hacia H. contortus en los ovinos se caracteriza por
la presencia de células cebadas, eosindfilos y leucocitos globulares (Charleston,
1965; Huntley y col., 1992; Balic y col., 2000; Balic y col. 2002; Balic y col. 2005;
Rainbird y col., 1998; Schaling, 2000; Rothenberg y Hogan, 2006), por lo tanto, se
esperaba encontrar un incremento en estas poblaciones celulares posteriores al
tratamiento con PC que a su vez se relacionara con elevadas concentraciones de
cobre en tejido y contenido abomasal y explicara el efecto negativo sobre la
infeccion por H. contortus, sin embargo durante todo el experimento no se observo
ningun indicio que apoyase nuestra hipodtesis, por ejemplo, en los ovinos tratados
exclusivamente con PC, no existidé ninguna correlacién entre el numero de células
y la concentracion de cobre en tejido y contenido abomasal a pesar del efecto
sobre negativo sobre el porcentaje de establecimiento larvario. Por otro lado, un
mayor numero de mastocitos y leucocitos globulares fue encontrado en el tejido
fundico y pildrico de los animales con hemoncosis 72 horas después del
tratamiento con PC, aunque unicamente existid correlacién positiva entre los
mastocitos y la cantidad de cobre en tejido de la region fundica. Este hallazgo
coincidid con la reduccién en la poblacidn de parasitos adultos y puede estar
relacionada con la resolucién de la infeccion, ya que la presencia de estas células,
en particular de los leucocitos globulares, ha sido ampliamente relacionada con la
expulsion de parasitos del tracto gastrointestinal (Stankiewics y col., 1993; Ortalani
y col., 2013; Nikander 1991). Un fendmeno interesante fue el hecho de que los
altos numero de leucocitos globulares se observé cuando se presentaron las
concentraciones mas elevadas de Cu en tejido fundico del abomaso y aunque no
se observd un correlacion entre la concentracion de Cu y los LG, no puede
descartarse que la presencia de PC pudiese haber tenido influencia sobre este
tipo celular, debido a que se ha descrito la capacidad del cobre para inducir la

degranulacién de las células cebadas (Oliveira y col., 1995) y puesto que algunos
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autores sugieren que este tipo celular y los leucocitos globulares estan
estrechamente emparentados (Rothwell, 1989; Nikander 1991) posiblemente el
cobre sobre pueda influir en la actividad de los LG.

Existe escasa informacion acerca de la relacion del cobre vy los eosindfilos
(Percival, 1998). Una mayor cantidad de estas células se observo en los animales
tratados con PC y L3 72 horas antes del sacrificio durante todo el experimento en
comparacion con el grupo inoculado con L3 72 horas antes del sacrificio, ademas
obtuvo una mayor reduccion sobre el establecimiento larvario respecto a los
animales tratados exclusivamente con PC y fue similar al grupo inoculado con L3.
Asimismo, esta reduccién en el establecimiento tuvo una correlacion positiva con
la concentracién de Cu en tejido de la region fundica. Lo anterior podria indicar
que existe un efecto directo del cobre que impide el establecimiento larvario. Sin
embargo debido a que este grupo no fue exclusivamente tratado con cobre y este
comportamiento no fue observado en los animales que solo recibieron PC, se
sugiere que puede existir un efecto combinado de ambos tratamientos. En
contraste con los animales tratados con PC y L3, en los ovinos con hemoncosis
que recibieron PC, a pesar de la infeccidon, no fue posible apreciar cantidades
considerables de eosindfilos, y un ligero incremento se presenté conforme las
concentraciones de cobre comenzaron a descender. Este efecto observado sobre
los eosindfilos en los animales con hemoncosis y PC puede tener una estrecha
relacion con los leucocitos globulares, ya que se ha observado una relacion
inversamente proporcional entre estos dos tipos celulares (Balic, 2002; Kemp y
col., 2009).

Aunque aparentemente existe una relacion entre la celularidad, las
concentraciones elevadas del mineral y la reduccion sobre la poblacién de adultos
que sugieren un efecto toxico segun lo reportado (Bangs y col., 1990a; Chang y
col., 2012), esto no explica del todo el efecto del cobre sobre el establecimiento
larvario. Por lo tanto se sugiere que pueden existir otros mecanismos involucrados
con la reduccién en el establecimiento mas alld de un efecto tdxico directo o una
respuesta mediada por células. Algunos autores han demostrado el efecto irritativo

que se desencadena por el contacto de diversos tejidos con cobre (Schmalz y col.,
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1997, Mishell, 1998; Suska y col., 2001; 2003; 2005; Hujanen y col., 1995,
Kennedy y col., 1998) incluyendo mucosa de tejido estomacal, donde se observo
aumento en la secrecion de mucina en la mucosa del estbmago relacionada con el
aumento en la produccion de prostaglandina 2 a (PGF-2 a) mediada por el cobre
(Rainsford y Whitehouse1976; Lewis, 1978; Franco y Velo, 1996).

El fenomeno anteriormente mencionado no fue considerado en este estudio,
sin embargo su importancia radica en la posibilidad de que se hubiera presentado
un aumento en la secrecion de mucina en el estbmago ocasionada por el cobre
que pudiese explicar la reduccién en el establecimiento de L3 de H. contortus en
los animales tratados con PC, debido a que el papel de la mucina como una
barrera inespecifica contra patdégenos, incluyendo parasitos es ampliamente
reconocido (Gururaja y col., 1999; Kawakubo y col., 2004; Hasnain y col., 2011).
Aunado a lo anterior se ha sugerido que la mucina puede estar involucrada
inclusive en el proceso de asociacion del parasito, que podria reconocer su nicho
por un proceso analogo a la interaccidn del receptor ligando. Esta propuesta
surgio¢ debido a que existen variaciones regionales en la composicion y grosor de
la mucina gastrointestinal, aunado a una gran cantidad de glicoproteinas y
glicolipidos que pueden proveer una sefial apropiada o un punto de union para las
larvas (Miller, 1987, Castro, 1982).

Ademas, otros autores han observado que en ovinos inmunizados por
inoculacién diaria con bajas dosis de larvas infectivas con larvas, las propiedades
y la distribucidn de la de la mucina se modifican presentandose una reduccion en
la mucina neutra dentro del epitelio de superficie y un incremento en la mucina
acida en el interior de las glandulas. Ademas, en estos ovinos, gran parte de las
larvas se adhieren a la superficie de la mucosa y solo una pequefia proporciéon
entran a la glandula abomasal. Aunado a estas alteraciones, se ha observado que
algunas sustancias presentes en el moco, como los leucotrienos liberados desde
los mastocitos tienen efecto inhibitorio sobre la motilidad larvaria (Newland, 1990;
Miller, 1984; Douch y col., 1983).

Por otro lado se ha descrito que existen alteraciones en la permeabilidad de

la mucosa después de una primoinfeccion por vermes, lo cual deriva en pérdida de
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proteinas plasmaticas en la luz del 6rgano, un aumento en la respuesta secretora
de las glandulas productoras de moco y cambios inflamatorios en la mucosa
conforme las células se acumulan. Los efectos combinados son capaces de alterar
la calidad y la composicién del moco superficial (Miller, 1987). La importancia de
este fendbmeno para este trabajo radica en un hallazgo incidental no cuantificado
que consistio en congestién de la mucosa del abomaso de los corderos que
recibieron particulas de cobre, acompafiada por una gran cantidad de
mononucleares, presuntamente linfocitos y células plasmaticas. La presencia de
linfocitos en animales tratados con PC fue descrita por Judson en 1982 sin
embargo, fue relacionada con la parasitosis abomasal que presentaban estos
animales. Este tipo de células en la mucosa abomasal se ha asociado con
afecciones por parasitos (Charleston, 1965, Balic y col., 2002), en particular
linfocitos T CD4+, Y®-TCR+ o linfocitos B  secretores de inmunoglobulina A
(IgA), que incrementan durante la infeccion y son casi inexistentes en su ausencia
(Salman y Duncan, 1984; Gill y col., 1992; 1994, Balic y col., 2000; 2002; 2005).
Asimismo, se ha indicado que la IgA en conjuncion con la albumina es capaz de
evitar el establecimiento de las larvas, debido a su capacidad para aumentar la
viscosidad del moco (Miller, 1987; Forstner y col., 1982; Murty y col., 1984).

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la administracion oral de
las particulas de 6xido de cobre puede tener un efecto téxico sobre los parasitos
adultos de H. contortus, sin embargo, no puede descartarse el efecto de los
leucocitos globulares en la disminucion de los parasitos. Por otro lado, los
parametros establecidos en este trabajo para evaluar las alteraciones sobre las
mucosa abomasal que pudiesen impedir el establecimiento larvario fueron
insuficientes para esclarecer por completo el mecanismo por el cual las PC
impiden la infeccion por H. contortus. Por lo tanto en futuros estudios, los ensayos
deben enfocarse en otros tipos celulares, inclusive no solo en células involucradas
con las respuesta hacia parasitos sino también en alteraciones en las células que
conforman la mucosa del 6rgano, y puesto existe una elevada probabilidad de que
los cambios ocasionados por la interaccidon de las particulas de 6xido de cobre y

los iones de cobre liberados con la mucosa modifiquen las actividad secretora de
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las células productoras de mucina, se debe poner gran énfasis en este tipo de

células y las alteraciones ocasionadas en las propiedades de la mucina.
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CONCLUSIONES.

La administraciéon oral de particulas 6xido de cobre no provocd un efecto
inmediato que impidiese el establecimiento de L3 de Haemonchus contortus

sobre la mucosa abomasal.

La administracion oral de particulas 6xido de cobre en corderos infectados con
H. contortus produjo una reduccion en la cantidad de parasitos adultos 72

horas después de la aplicacion.

No se observd un efecto definido de las concentraciones elevadas de Cu en
tejido y contenido abomasal sobre las células cebadas, los leucocitos

globulares y los eosindfilos.

Las concentraciones elevadas de Cu en abomaso no se relacionaron con la
reduccion en establecimiento in vitro de L3 de H. contortus sobre la mucosa

abomasal.

No se observd una relacion definitiva entre as concentraciones elevadas de Cu
en abomaso 72 horas después del tratamiento con PC y la reduccion en la

poblacion de parasitos adultos de H. contortus.

No existe una asociacion definida entre las células cebadas, los leucocitos
globulares y los eosindfilos y el efecto antihelmintico de las particulas de 6xido

de cobre contra H. contortus.
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ANEXO DE IMAGENES.
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Imagen 1. Mastocitos en region fundica abomasal (puntas de flechas). Azul de tolouidina
40x.
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Imagen 2. Mastocitos en region pilérica abomasal observados (puntas de flechas). Azul de
tolouidina 40x.
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Imagen 3. Eosindfilos en mucosa de la region fundica abomasal. Hematoxilina-
Eosina. 20x.

Imagen 4. Eosindfilos en mucosa de la region fundica abomasal. Hematoxilina-
Eosina. 100x.
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Imagen 5. Leucocitos globulares en mucosa y luz de la region fundica
abomasal (flechas negras). Hematoxilina-Eosina. 20x.

- - . ‘( & »-1_14.".. v % -
Imagen 6. Larvas 3 de Haemonchus contortus en mucosa de la region fundica
abomasal (puntas de flecha). Hematoxilina-Eosina. 20x
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Imagen 7. Larva 4 de Haemonchus contortus en mucosa de la region fundica
abomasal (flechas negras) y eosindfilos en la periferia (blancas). Hematoxilina-
Eosina. 40x.

. A 't:
4

Imagen 8. Pre-adulto de Haemonchus contortus emergiendo de la mucosa de
la region fundica abomasal (flechas negras). Algunas eosindéfilos pueden

observarse en la periferia (flechas blancas). Hematoxilina-Eosina. 20x.
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