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RESUMEN

Estudios previos demostraron la capacidad de un concentrado vesicular de Taenia
hydatigena (CVTh) para inducir proteccién parcial contra la hemoncosis ovina.
Esta proteccidn se asocio a la presencia de citocinas abomasales IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IFNy, sin embargo, no se cuantificd su expresion genética. El objetivo del
estudio fue cuantificar la produccién y la expresién genética de las citocinas IL-2,
IL-4, 1L-5, IL-6, IL-8, IL-10, TGB1 e IFNy, el receptor de inmunoglobulina E
FCeR1A y dos factores de estrés SOD1 y PRDX6 en el abomaso de corderos con
y sin proteccidon inducida por el CVTh. Cuatro grupos de corderos Columbia
tuvieron los siguientes tratamientos: grupo 1 (n=5), testigos; grupo 2 (n=15),
infeccion con 5,000 L3 de H. contortus; Grupo 3 (n=15), inoculacion con CVTh
(600 pg I.M.,600 ug I.P.) e infeccion con 5,000 L3 de H. contortus y Grupo 4
(n=15), sdlo inoculacién con CVTh. Semanalmente se conto la cantidad de huevos
por gramo de heces (HGH) y de eosindfilos sanguineos (ES) en todos los
corderos. En la semana 1, 4 y 7 p.i. se sacrificaron cinco corderos de los grupos 2,
3y 4, en la semana 7 se sacrificaron los cinco corderos del grupo 1 (testigo). En
todos los corderos se determin6 la cantidad de IFNy, IL-2, IL-4, 1L-5, IL-6
producidas por cultivos celulares de linfonodo abomasal (LNA) estimulados con
antigenos de Ls H. contortus. En los corderos sacrificados en la semana 7
(incluyendo los testigos), se cuantifico por RT-gPCR la expresion de diferentes
citocinas en region fundica abomasal (RFA), region pilérica abomasal (RPA) y
LNA. Los resultados mostraron que los corderos a los que se les administro el
CVTh previo a la infeccion (grupo 3) eliminaron menor (p< 0.07) cantidad de HGH
que los corderos que solo fueron infectados (grupo 2) lo que significd una
reduccion del 44% en la eliminacion de HGH en relacion con los del grupo 2. Los
corderos de los grupos 3 y 4 tuvieron mayor numero (p< 0.05) de ES que los
corderos del grupo 1 y del grupo 2 en el momento de la infeccion. Los corderos
que solo fueron infectados con H. contortus (grupo 2), sobreexpresaron IFNy
(Th1), IL-4 e IL-6 (Th2) en la RFA ademas de IL-2 (Th1), IL-4, IL-5 e IL-6 (Th2) en

la RPA. Adicionalmente, sus cultivos linfocitarios produjeron citocinas de ambos

Vil



perfiles: Th1 (IL-2) y Th2 (IL-4, IL-6 e IL-6). En los corderos del grupo 3, la
administracién del CVTh previo a la infeccién, promovidé la sobreexpresion de IL-10
(Th2) en la RFA y de IL-8 (pro-inflamacion) en la RPA al mismo tiempo que
promovié una menor expresion de IFNy (Th1) en la RFA y de IL-2 (Th1) en la
RPA. Lo anterior sugiere que el CVTh tiene un efecto promotor de citocinas del
tipo Th2 y pro-inflamatoria en la mucosa abomasal. Estos resultados, sugieren que
la dicotomia Th1/Th2 en la respuesta a la hemoncosis no esta estrictamente
polarizada y que la administracion del CVTh en corderos promueve mas la
expresion genética de citocinas Th2 y una menor expresion de citocinas del perfil

Th1 en ciertas regiones del abomaso.



INTRODUCCION
La nematodosis gastroentérica (NGE) de los ovinos es una de las parasitosis mas

comunes en México que compromete sus parametros productivos y reproductivos
(Cuellar,1986). Genera pérdidas economicas en la produccion ovina de paises
tropicales, subtropicales y templados en todo el mundo (Quiroz, 2003; Koop Yy
Kyriazakis, 2001).

Esta enfermedad es causada por nematodos de diferentes géneros que
interaccionan en el tracto digestivo, los mas frecuentes en México, son:
Haemonchus contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia
sp.,  Strongyloides  papillosus,  Chabertia  ovina, = Nematodirus  sp.,
Oesophagostomum sp. y Trichuris ovis. (Quiroz, 2011). Debido a su patogenia y
distribucion geografica se considera que H. contortus es el nematodo mas
importante en los ovinos a nivel mundial incluyendo México (Cuéllar, 1986;
Quiroz, 2011).

Los parasitos del género Haemonchus probablemente se originaron en Africa
teniendo una diversificacion inicial en antilopes y posteriormente en otros
rumiantes salvajes. Mas tarde la migracion humana permitio la dispersién de los
parasitos de este género entre rumiantes salvajes y domésticos de otros
continentes (Achi et al.,2003; Hober et al., 2004; Lichtenfels et al., 1994).

H. contortus es conocido como gran “gusano del estbmago”, “gusano del cuajar’ y
“gusano en poste de barbero” (Lapage, 1976; Soulsby, 1987). En la parte anterior
presenta una cavidad pobremente desarrollada y un diente fino o lanceta que se
origina en el lado dorsal para perforar la mucosa gastrica y succionar sangre. La
ingesta de sangre le brinda una coloracion rojiza, el macho tiene un color rojizo
uniforme, mientras que, en la hembra los ovarios blancos enrollados en espiral

alrededor del intestino rojo, le da un aspecto rallado.

Los machos tienen bolsa copuladora prominente con dos rayos laterales grandes

y uno dorsal pequefio asimétrico en forma de “Y” invertida; las papilas son



relativamente cortas, hay papilas prebursales y poseen un gobernaculo; las
2espiculas miden de 0.46 a 0.56 mm de longitud y cada una lleva una pequefia
lengUeta cerca del extremo (Soulsby, 1987; Sangster, 1995). Los machos miden
de 10 a 20 mm.

La hembra posee vulva en la parte posterior del cuerpo y esta cubierta por una
protuberancia llamada solapa o bolsa vulvar, las hembras son extremadamente
prolificas alcanzando a producir hasta 5,000 huevos por dia (Le Jambre,1995).
Las hembras llegan a medir entre 18 y 30 mm (Lapage, 1976; Soulsby, 1987 y
Quiroz, 2003).

CICLO BIOLOGICO DE H. contortus.

En la figura 1 se ilustra el ciclo biolégico de H. contortus. El parasito, tiene un ciclo
de vida directo con dos etapas la parasita y la de vida libre en donde se desarrolla
la fase infectante. La fase de vida libre inicia con la eliminacién de huevos
inmaduros en la materia fecal. Bajo condiciones o6ptimas de temperatura y
humedad, se desarrolla dentro del huevo una larva 1 (L1) que emerge del mismo
en uno o dos dias (Quiroz, 2003). La L1 se alimenta y se desarrolla para
posteriormente realizar la primera muda de la fase pre-parasita, en la cual la
cuticula se desprende y es seguida de la aparicién del siguiente estadio evolutivo,
larva 2 (L2). Pasados dos o tres dias la L2 lleva a cabo una segunda muda sin
embargo la cuticula no se desecha y permanece como una envoltura alrededor de
la Ls que la separa del ambiente, por lo tanto, esta larva no puede alimentarse. La
L3 se mantiene de las reservas lipidicas que han sido almacenadas dentro de las

células que recubren el intestino, larva 3 (Ls) es la fase infectante (Lapage, 1976).

La fase parasita inicia cuando los ovinos adquieren la infeccidén por la ingesta de
L3 en el pasto, la larva pierde la cuticula que conservaba de la muda anterior, esto
se da por estimulos del hospedador pH en el rumen. Las larvas ya liberadas
penetran la mucosa por las fosas de las glandulas gastricas en donde se
alimentan, crece y muda a larva 4 (L4) en un periodo de 2 a 3 dias, esta se
alimenta de sangre, sale de la mucosa y muda a larva 5 (Ls) o preadulto en un

2



lapso de 18 dias. La Ls se desarrolla directamente ya sin mudar hasta
transformarse en adulto, después de la copula la hembra comienza a producir

huevos cerrando el ciclo (Lapage, 1976; Soulsby, 1987; Meana y Rojo, 1999).
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Figura 1.- Ciclo biolégico de Haemonchus contortus. A) Adultos en la mucosa
abomasal. B) Huevo eliminado en heces. L1) Larva libre en el suelo. L2) Larva 2.
L3) Larva 3 (fase infectante), C) Rumen (Tomado de Johnstone, 1998).

EPIDEMIOLOGIA

La infeccion por H. contortus es conocida como hemoncosis. La
enfermedad afecta primordialmente a corderos en pastoreo, aunque borregos
adultos pueden llegar a padecer la enfermedad. El impacto de la infeccién no
solo depende de la carga parasitaria, sino también del estado fisiologico e
inmunoldgico del hospedador. La enfermedad puede clasificarse en aguda;
cuando hay cargas parasitarias muy altas en poco tiempo (lo cual generalmente
produce edema, letargo, coloracion oscura en las heces, lana quebradiza y
ocasionalmente la muerte) y la cronica; cuando la ingesta de L3 es paulatina,

desarrollando un cuadro clinico subagudo con (diarrea, pérdida de peso y
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debilidad entre otros). Se ha observado que corderos como ovejas cercanas al

parto son mas susceptibles a la infeccién por nematodos (Bishop y Stear, 2001).

Existe un fendmeno en la epidemiologia de H. contortus conocido como
“alza posparto”, que se refiere a un aumento en la eliminacién de huevos de NGE
en ovejas después del parto y durante la lactancia. Se considera que el desarrollo
de nematodos adultos, asi como la reactivacion de larvas en estado de hipobiosis
es favorecido por la prolactina, la cual esta presente hacia el final de la gestacion
y durante la lactaciéon (Gatongi et al., 1998). Ademas, existen otros factores
propios del hospedador que condicionan la severidad de la parasitosis, entre los
que estan: susceptibilidad heredada de ciertas lineas genéticas, sexo, calidad
nutricional, y por ultimo la introduccion de animales susceptibles en areas
infectadas (Armour, 1980).

La humedad y la temperatura son los factores climaticos mas importantes que
determinan el desarrollo y supervivencia de larvas infectantes de H. contortus, por
lo tanto, la época de lluvias representa una situacion de alto riesgo para la
adquisicion de la hemoncosis. Otro aspecto importante entre los factores
ambientales es la hora del dia en que pastorean los animales. Esto hace que en
ocasiones se ingieran cantidades masivas de larvas que desarrollara cuadros

clinicos de nematodosis gastroentérica (Capitini et al, 1990).

Los niveles de contaminacién del ambiente se ven influenciado por varios
factores; que incluyen el potencial biético de los helmintos (la capacidad de un
organismo de tener éxito biolégico; es determinado por la fecundidad), densidad
de animales por area de pastoreo, respuesta inmune del hospedador e hipobiosis
(Armour, 1980).



PATOGENIA
Diferentes factores estan involucrados en la patogénesis de la hemoncosis.

En condiciones de desarrollo de la enfermedad, los mas importantes son la
respuesta inmune del hospedador y la virulencia de H. contortus. El principal
mecanismo patdogeno es la accion expoliadora hematéfaga en el abomaso
provocando lesiones directas a la mucosa gastrica, asi como cambios
morfofuncionales (Angulo-Cubillan, 2007). Los principales efectos asociados a la

hemoncosis son: anemia, hipoproteinemia, diarrea y sindrome de mala absorcion.

La anemia se debe a que un adulto de H. contortus puede ingerir 0.05 ml
de sangre al dia (Rowe et al.,1988), causando una reduccion del volumen del
paquete celular (PCV). dichos parametros han sido usados como un marcador de
virulencia del parasito (Eysker y Ploeger, 2000; Stear et al., 2002). Como
estimacion indirecta de la carga parasitaria (Fakae et al., 1999; Waller, 1999). A
mayor carga parasitaria mayor anemia. La hipoproteinemia puede deberse a la
perdida de proteina en el lumen derivado de la ruptura de uniones intercelulares e
incremento de la permeabilidad, asi como la deficiencia en la absorcion de

proteinas (sindrome de mala absorcion).

El sindrome de mala absorcién es causado por el incremento del pH
abomasal que impide la transformacion de pepsindgeno producido en las células
principales a pepsina (Hertzberg et al., 2000; Mulcahy et al., 2004) induciendo
reduccion de aminoacidos y absorcion de pequenos péptidos (Simcock et al.,
1999). El aumento del HCI se debe a una disminucion en la produccion y
excrecion de este por las células parietales y la mucosa gastrica, generado por la
pérdida y/o disminucidon en su numero, asi como por el reemplazo de células
inmaduras no funcionales o no secretoras (Hertzberg et al., 2000; Mulcahy et al.,
2004; Scott et al,1999; Simpson, 2000). Ademas, la enfermedad induce una
menor cantidad de gastrina circulante generando disminucién en el consumo de

alimento (Fox y Jacob,1991).



La diarrea se deriva de la ruptura de uniones intercelulares e incremento de
la permeabilidad (Baker et al., 2003; Fox y Jacob, 1991), perdida celular epitelial,
reparacion de tejido, incremento en la produccion de moco. a esto se le agrega la
inflamacion, extravasacion de liquido (edema) y efecto de algunos mediadores

quimicos como leucotrienos y prostaglandinas (Simpson, 2000).

En la necropsia las lesiones macroscépicas observadas son: emaciacion,
mucosas palidas, edema en cavidades corporales (Quiroz, 2003), utilizacién de
los depositos de grasa, hipertrofia de linfonodos abomasales, edema de la
mucosa abomasal con hemorragias petequiales, presencia de nddulos al observar
fases adultas (Dominguez-Torafio et al.,, 2003; Perez et al, 2001). En la
evaluacion al microscopio, se ha observado infiltracién celular, dilatacion de las
glandulas gastricas, ulceras, edema, hemorragia y un incremento en el numero de

mastocitos y eosindfilos (Amarante et al., 2005; Balic et al., 2000b).

CONTROL Y PREVENCION DE LA HEMONCOSIS OVINA

Debido a los factores que intervienen en el control de la hemoncosis no es
posible indicar una sola opcion totalmente eficiente, por lo cual es necesario llevar
un control integral de parasitos en el cual se considere el empleo de
antihelminticos en conjunto con estrategias alternativas de control (Quiroz, 2003).
Dentro de estas estdan: manejo de praderas, suplementacién alimenticia,
desparasitacion selectiva, empleo de razas resistentes a la hemoncosis, control

biolégico con depredadores naturales y el uso de vacunas e inmunomoduladores.

El uso de sistemas de rotacion de potreros puede ser utilizado en el control
de nematodos (Cuéllar, 1986). En este los animales nuevos deben tener la menor
carga de parasitos posibles, se debe separar por edades, las praderas deben de
dividirse para pastorear en diferentes tiempos permitiendo la desecacion de
larvas. Esta alternativa no es del todo adecuada en climas humedos (Quiroz,
2003).



La buena nutricidon favorece la resistencia en contra de las infecciones por
H. contortus. La suplementacion con proteina ha demostrado los mejores efectos,
hasta ahora se han utilizado suplementos convencionales como la soya, arboles

forrajeros y bloques nutricionales (Torres y Aguilar, 2000).

El sistema FAMACHA® (de Fafa Malan Chart) es un método de
desparasitacion selectiva utilizado para disminuir la presentacion de cepas
resistentes a los antihelminticos. Este se basa en la identificacion individual de
animales que manifiestan signos de anemia en la mucosa ocular para
desparasitar los animales del rebafio mas afectados. Para realizar esto se mide la
coloracion de la mucosa ocular de los corderos comparandola con los colores
presentes en cinco niveles de la tarjeta de FAMACHA® (van Wyk y Bath, 2002).

El control biolégico se basa en el uso de enemigos naturales contra
nematodos gastroentéricos como son los hongos nematofagos: Arthobotrys
robusta, A. conoides, Monacrosporium thaumasium, M. siniense y Duddingtonia
flagrans, para el control de larvas infectantes en materia fecal de rumiantes
(Araujo et al., 1996; Ojeda-Robertos et al., 2005; Campos et al., 2009; Llerandi-
Juarez y Mendoza de Gives, 1998; Torres y Aguilar, 2000; Aguilar et al., 2008a).
Asi mismo, se ha demostrado el efecto antihelmintico de la toxina producida por
Bacillus thuringiensis contra H. contortus (Lépez et al., 2006; Linares et al., 2008)
y la utilizacion de particulas de 6xido de cobre (Martinez-Ortiz-de-Montellano et
al., 2007).

Se ha utilizado una vacuna recombinante experimental con buenos
resultados. Esta elaborada con una proteina de bajo peso molecular (rHc23)
clonada y expresada en un sistema procariota (Escherichia coli BL21) y fue
probada en ensayos de proteccidn en corderos. Se observd menor numero de
fases adultas en el abomaso y menor eliminacion de huevos en materia fecal en

los corderos que recibieron la vacuna (Fawzi et al., 2015).



El empleo de razas resistentes a NGE ha sido utilizado como una opcion
para contrarrestar los efectos negativos de la infeccion. La resistencia a NGE
tiene una base genética y se define como la habilidad de un hospedador para
iniciar y mantener una respuesta que evite o reduzca el establecimiento de los
parasitos o elimine la carga parasitaria. Algunas de las razas ovinas utilizadas por
su resistencia son: Blackbelly (Yaswinski et al., 1980; Mufoz, 2007), Romanov
(Luffau et al., 1990), Merino (Gill et al., 1993), Saint Croix, Katahdin (Parker et al.,
1993), Florida (Torres et al., 1994), Romney (Hohenhaus and Outteridge, 1995),
Red Maasai (Mugambi et al., 1996), Nali (Singh et al., 1997), Polaca de lana larga
(Bouix et al, 1998), Nativa de Louisiana (Miller et al., 1998), Castella, Florida y sus
cruzas (Gémez et al., 1999). Estas razas generalmente fueron producto de la
seleccidon en condiciones de campo enfrentados permanentemente a altas cargas
infectivas por NGE. En contraste, las razas seleccionadas para alta produccion de

lana o de leche en condiciones de confinamiento son muy susceptibles a NGE.

RAZA COLUMBIA COMO MODELO DE SUSCEPTIBILIDAD A LA
HEMONCOSIS OVINA

La raza Columbia es el resultado de la cruza de carneros Lincoln con
ovejas Ramboulliet, desarrollada por el Departamento de Agricultura de EUA. se
le consideran como la primera raza en este pais. Los animales de esta raza son
de doble proposito y se caracteriza por su gran tamafo y peso. Los machos
alcanzan los 160 kg y las hembras hasta los 110 kg. Presentan cara blanca,
recubierta de pelo son acornes y carecen de arrugas en la piel y el cuello. Los
corderos a los dos meses pueden alcanzar pesos promedios de 35 kg. Su tasa
reproductiva se considera buena, con fertilidades superiores al 90%. Su presencia
en México data desde hace 20 anos, sin embargo no logré establecerse en el
pais. Cuando tuvo auge se localizé principalmente en Tlaxcala, Puebla, Veracruz
e Hidalgo (De Lucas y Arbiza, 2001).



En un trabajo realizado por Muioz-Guzman (2007), se observo que la raza
Columbia es altamente susceptible a la hemoncosis y cargas parasitarias
elevadas en comparacion a otras razas como la Blackbelly en infecciones
experimentales con H. contortus. La susceptibilidad de la raza Columbia se
relaciond a una menor cantidad de anticuerpos séricos, linfocitos T (CD4+ y
gama-delta) y eosinofilos abomasales en los corderos Columbia en relacion a la
raza Blackbelly. Ambas razas mostraron niveles similares de pepsindégeno sérico
y de indice FAMACHA, lo cual indica una buena resiliencia de los corderos

Columbia ante la infeccion.

RESPUESTA INMUNE

Los ovinos cuentan con diversos mecanismos de defensa que le permiten
mantener su bienestar y salud (Balic et al, 2000a). Los mecanismos
inmunoldgicos a través de los cuales los ovinos tienen o adquieren resistencia a
la hemoncosis no son claros (Saddiqi et al., 2011; Shakya et al., 2011), esta
resistencia es una caracteristica individual que se ha asociado a edad, raza, y

exposiciones previas al parasito (infeccidn o reinfeccion).

La respuesta inmune del hospedador a la hemoncosis es compleja, en esta
interactuan factores inmunolégicos especificos (respuesta inmune adaptativa
celular y humoral) e inespecificos (mecanismos inflamatorios, complemento y
granulocitos), los cuales pueden variar dependiendo de los estadios evolutivos del
parasito (McClure et al., 1996; Meeusen, 1999; Balic et al., 2000b). En general,
los antigenos del parasito interactuan con las células del sistema inmune innato,
induciendo la liberacion de mediadores quimicos (citocinas) los cuales dirigen la
respuesta inmune adquirida para generar una respuesta especifica (Falcone et
al., 2001; Howart et al., 1999).



INMUNIDAD INNATA CONTRA H. contortus

El complemento constituye una de las primeras sefales de activacion de la
respuesta inespecifica a la infeccion por H. contortus, en varios estudios se ha
comprobado la capacidad de los helmintos para activar el complemento por la via
alterna y fijar algunas moléculas en la superficie (Meussen et al., 2005; Balic, et
al., 2000b). Los péptidos vasoactivos y quimiotacticos (C3a y C5a), consecuencia
de la activacion del complemento por la larva, movilizan eosinofilos a la zona de
infeccion de manera independiente de los mecanismos especificos (Linfocitos T
CD4+ e IL-5).

Otros mecanismos importantes son la hipermotilidad e hipersecrecion
gastrica y la hiperplasia de células caliciformes con el consecuente aumento en la
produccion de moco (Miller, 1996; Balic et al., 2002). Se ha encontrado que
algunas razas o genotipos ovinos geneéticamente resistentes emplean estos
mecanismos para contrarrestar la infeccion desde etapas muy tempranas. La
expulsion inmediata del parasito también esta asociada a la presencia en el moco
abomasal de histamina y leucotrienos, que inhiben la motilidad de las larvas in
vitro (Douch et al., 1996).

INMUNIDAD ADAPTATIVA CONTRA H. contortus

H. contortus como otros NGE induce una respuesta tipo Th2, esta
respuesta esta asociada a suceptibilidad/resistencia en el hospedador. Las bases
de la proteccion contra la hemoncosis han sido ampliamente investigadas (Smith
et al., 1984). En estudios previos realizados se observé un incremento de linfocitos
T CD4+ (Sher, 1992) en infecciones experimentales de H. contortus tanto en
ovinos susceptibles como en resistentes, este incremento se observé en mucosa y
linfonodos abomasales (Balic et al., 2000b). El efecto protector de los LT CD4+ se
debe a la produccion de citocinas que regulan la diferenciacién, proliferacion y
reclutamiento de células efectoras y produccion de anticuerpos evitando el
establecimiento del parasito (Gill et al., 1993). Karanu (1997), demostré que la
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administracion de un anticuerpo monoclonar anti-D4+ disminuy¢ la resistencia a la
hemoncosis y produjo una mayor cantidad de HGH en corderos y cabritos,
ademas de la disminucién de mastocitos y eosindfilos en la mucosa (Gill et al.,
1993).

La existencia de una dicotomia en la respuesta contra la hemoncosis
(Th1/Th2) ha sido establecida como la diferencia entre suceptibilidad y resistencia
(Gill et al., 2000). En este sentido se ha demostrado que en una primoinfeccion
por H. contortus en ovinos susceptibles se produce una respuesta tipo Th1
encontrando aumento de /FNy, reduccion de anticuerpos séricos especificos,
eosindfilos sanguineos y eosinofilos abomasales (Gill et al., 2000; Muhoz-
Guzman et al., 2006; Hein et al., 2010; Shakya et al., 2011) en comparacién con
ovinos resistentes quienes montan una respuesta tipo Th2 en donde se
sobreexpresan genes para IL-5, IL-13 y TNFa (Pernthaner et al., 2005), asi como
aumento de eosinodfilos, mastocitos y globulinas 1gG1 e IgE (Gill et al., 2000). Las
reinfecciones con H. contortus en corderos susceptibles inducen la polarizacion

de la respuesta y el aumento de citocinas tipo Th2 (Meeusen et al., 2005).

Otro factor fundamental en la respuesta protectora contra la hemoncosis
son los eosindfilos (Claerebout et al., 2000; Stear et al., 2002). Estos son
considerados marcadores de infecciones por nematodos (Falcone et al., 2001),
los cuales son reclutados en el sitio de infeccidn por factores quimiotacticos (C3a
y C5a) y citocinas como IL-4 e IL-5 producidas por LT CD4+ y LT yd favoreciendo
su activacion e incremento en la medula ésea (Collins et al., 1996; Smith et al.,
1994).

Durante la infeccién por nematodos, los eosindfilos presentan un efecto
citotoxico, en particular debido a la proteina de los granulos lanzada y la
produccion de anidn superoxido, matando estadios larvarios y tejido del
hospedador (Klion et al., 2004; Mulcahy et al., 2004). Algunas células que también
participan en este proceso inmunoldgico son los mastocitos (Falcone et al., 2001)

los leucocitos globulares (Huntley et al., 1984; Macaldowie et al., 2003).
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Las citocinas son polipéptidos solubles sintetizados por las células, capaces

de modificar el comportamiento de las mismas, asi como también el de otras

células en respuesta a microorganismos y otros antigenos median y regulan las

reacciones inmunitarias e inflamatorias. (Abbas, 2004; Filella et al., 2002).

Cuadro 1.- Funcién de algunas citocinas asociadas a la respuesta inmune

contra H. contortus

Citocina Célula Funcién Asociacion con H. contortus
productora

IL-2 Linfocitos T Proliferacion y diferenciacion en Ha sido observada en células de la

células efectoras y de memoria; submucosa abomasal que

en linfocitos B promueve la recibieron un CVTh previo a la

proliferacion y sintesis de infeccion (Buendia-Jiménez et al.,

anticuerpos. 2015), ademas se ha observado
que la expresion decrece a los 5
dias post- infeccion en LNA vy
mucosa abomasal (Balic et al.,
1999a)

IL-4 Linfocitos Th2,  Activa y regula el MHC clase Il, Ha sido observado en células de la
mastocitos, ademas es crucial en la mucosa abomasal que recibieron un
basdfilos, y activacion de las células B y CVTh (Buendia-Jiménez et al.,
células Natural regulacién de la sefalizacion 2015), la expresion ha sido
Killer por IgE. observada a los 5 dias en LNA, y ha

sido asociada a poblaciones de
animales resistentes a la
hemoncosis (Pernthaner et al.,
1997)

IL-5 Linfocitos Th2, Promueve la permanencia, Ha sido observada sobrexpresada
mastocitos, diferenciacién, quimiotaxis de en la region fundica y linfonodo
células eosindfilos en la respuesta Th2. abomasal a los 15 y 28 dias en
Natural Killer y Promueve la produccion de IgE ovejas INRA 401. (Lacroux et al.,
eosindfilos y IgA, induce el crecimiento y la 2006). Asi mismo, en  mucosa

diferenciacion de linfocitos B abomasal en ovinos resistentes
(BlackBelly) y susceptible (INRA
401) en linfonodo abomasal Ila
sobreexpresion fue mayor en ovinos
resistentes (Terefe et al., 2007).

IL-6 Linfocitos T, Actua en la respuesta inmune Ha sido observada subexpresada
macréfagosy ~ adaptativa, inflamacion, asi en ovinos Pelibuey en muestras
células como en la hematopoyesis. tomadas de sangre periférica a las
endoteliales Promueve la produccion de la 8 semanas (Pacheco et al., 2015).

IgA en la mucosa.

Ha sido observada en células de la
mucosa abomasal que recibieron un
CVTh (Buendia-Jiménez et al.,
2015).

12



IL-8

IL-10

IFNy

TGFB1

SOD1

PRDX6

Monocitos,
células
endoteliales,
fibroblastos y
macréfagos

Macréfagos,
Linfocitos T
reguladores

Linfocitos T

Linfocitos, T,
eosindfilos,
neutrdfilos,
basdfilos y
monocitos

Células
eucariotas

Células
eucariotas

Es un factor quimiotactico de
neutrofilos, de naturaleza
proinflamatoria, ademas de
regular la produccion de
proteinas de adhesion.

Inhibicion de la expresion de
IL12, coestimuladores y clase Il
del MHC.

Interviene en el reclutamiento y
activacion de monocitos
circulantes,celulas dendriticas,
y linfocitos natural Kkiller,
diferenciacion de linfocitos T
CD4+ en linfocitos Th1, en
linfocitos B promueve el cambio
de isotipo a subclase de IgG,
diferenciacioén celular

Control del crecimiento
proliferacion, diferenciacion
celular y apoptosis.

Enzima antioxidante

Enzima antioxidante

Ha sido observada subexpresada
en ovinos pelibuey en muestras
tomadas de sangre periférica a las
8 semanas (Pacheco et al., 2015).

Su expresion ha sido observada en
LNA a los tres dias. sin embargo,
regresa a sus niveles iniciales
observados en corderos no
infectados. (Balic et al., 1999) Ha
sido observado en células de la
mucosa abomasal que recibieron un
(CVTh Buendia-Jiménez et al.,
2015).

Ha sido observada en submucosa
abomasal que recibieron un CVTh
Buendia-Jiménez et al., (2015) ha
sido asociada dentro de un perfil
Th1 en animales susceptibles
(Buendia-Jiménez et al., 2015; Else
and Finkelman, 1998; Zaros et al.,
2010).

Ha sido asociada su sobreexpresion
a infecciones por NGE en animales
susceptibles (Gossner et al., 2012;
Craig et al., 2014).

Se asocia la actividad de esta
enzima como respuesta al dafo
oxidativo de las células por NGE
(Siwela et al., 2010)

Se ha observado sobreexpresada
en citoplasma de células
inflamatorias. (Khoontawad et al.,
2010). Ha sido asociada como un
mecanismo de defensa en
infecciones por NGE (Maza, 2015;
Estrada-Reyes et al., 2017 ).
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CITOCINAS RELACIONADAS A LA RESPUESTA INMUNE CONTRA H.
contortus

Las células de la respuesta inmune de ovinos infectados con H. contortus
muestran una diferenciacion de linfocitos CD4+ hacia un perfil Th2 con produccién
de citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 en mucosa y linfonodo abomasal (Gill et al., 2000;
Schallig, 2000; Balic et al., 2000b; Lacroux et al., 2006). Sin embargo, algunos
estudios en donde utilizaron corderos Romney de lineas genéticas resistentes y
susceptibles a Trichostrongylus colubriformis, se observd una respuesta Th2
modificada en los corderos resistentes, encontrando mayor cantidad de /IL-13, IL-5
y TNFa, pero no de IL-4 e IL-10 (Meeusen et al., 2005 y Pernthaner et al., 2005).

Se ha utilizado la técnica de microarreglos para conocer la expresion de
citocinas y otros genes involucrados en la resistencia y/o suceptibilidad a la
hemoncosis ovina, a partir de cDNA de tejido abomasal en lineas genéticas de
ovinos resistentes (Blackbelly y St. Croix) y susceptibles (Dorset y Rambouillet).
Los resultados obtenidos a través de la técnica de microarreglos, mostré que las
ovejas de pelo (resistentes) expresan una mayor cantidad de genes implicados en
la motilidad intestinal (transgelina, actinay2 y Torsina-3a), asi como citocinas
inflamatorias (/IL-4, IL-12, TNFa). Los cambios en dichos perfiles indican que los
ovinos de pelo presentan una fuerte respuesta inflamatoria cuando son infectados
con H. contortus, lo cual puede favorecer la resistencia a dicha parasitosis
(Mackinnon et al., 2009). Ademas, se ha demostrado que las reinfecciones con H.
contortus inducen una proteccion parcial (Gomez-Munoz et al., 1999 y Lacroux et
al., 2006), en donde los corderos resistentes mostraron un aumento en la
expresion de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13 (Terefe et al., 2007) a diferencia de
los corderos con una infeccion primaria; en el mismo estudio no se observo
aumento de las citocinas IFNy, IL-10, IL-12, TNFa ante la infeccion por H.

contortus.

Gill et al. (2000), reportaron que la infeccion por H. contortus a nivel de

linfonodos abomasales y mesentéricos abomasales presentaban una
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subexpresion de IFNy y una sobreexpresion de /L-5 en comparacién con los no
infectados (Gill et al., 2000).

INMUNOMODULACION DE LA RESPUESTA A LA HEMONCOSIS OVINA

Los ovinos estan expuestos a diferentes agentes etiolégicos, por lo tanto,
las infecciones son raramente producidas por un solo género parasitario (Balic et
al., 2000a). Esta interaccién podria promover la existencia de sinergia o
antagonismo entre especies (Dobson, 1985; Terefe et al., 2005). Se ha observado
que ovinos infectados con Oestrus ovis y H. contortus, eliminan menor cantidad
de huevos en heces que los animales infectados solo con H. contortus (Dorchies
et al.,1997).

El mismo efecto fue observado con una infeccion mixta de Oestrus ovis y
Trichostrongylus colubriformis (Yakob et al., 2004). Durante esta infeccion mixta
se observd eosinofilia, incremento de eosinofilos abomasales y leucocitos
globulares, asi como una respuesta inflamatoria en la mucosa abomasal (Terefe
et al., 2005), por lo que esta puede estar asociada a la disminucién de HGH en
heces y al control de la hemoncosis. También, se ha observado que los
componentes de diferentes metacestodos, como son Taenia solium o Taenia
crassiceps, son capaces de modular la respuesta inmune de sus hospedadores,
ya sea para estimularla o deprimirla (Tato et al., 1996; Segura-Velazquez et al.,
2009; Dissanayake y Shahin, 2007).

Estudios recientes han evaluado el efecto de la inoculacion de un
concentrado vesicular de larvas de Taenia hydatigena (CVTh) sobre el
establecimiento de una infeccion experimental de H. contortus en corderos
(Cuenca-Verde, 2008; Cuenca-Verde et al., 2011). Estos resultados mostraron
que animales inoculados con el CVTh mostraron mayor numero de eosindfilos
comparado con los animales que no lo recibieron; ademas de mostrar mayor HGH

en materia fecal y fases adultas en abomaso. La proteccion inducida por el CVTh
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se asocio a eosinofilia y con la cantidad de células productoras de citocinas /L-2,
IL-4, IL-6, IL-10 e IFNy en el abomaso de corderos infectados (Buendia- Jimenez
et al., 2015). Sin embargo, esta proteccion no solo se atribuye al papel de los
eosindfilos, sino a un efecto regulador inespecifico inducido por el CVTh

(Buendia-Jimenez et al., 2015)

También se observé una mayor cantidad de células productoras de IL-2 e
IFNy en la submucosa abomasal; por el contrario, mayores cantidades de células
productoras de IL-4 fueron encontradas en la mucosa, lo que sugiere que la
respuesta en la submucosa del abomaso es de tipo Th1 y tipo Th2 en la mucosa

abomasal.

La inoculacién del CVTh en corderos, indujo una menor implantacién de
adultos de H. contortus en el abomaso y una disminucion significativa en la
eliminacion de HGH asociado a eosinofilia, y modificacién de la expresién de

citocinas en tejido abomasal (Buendia-Jimenez et al., 2015).
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JUSTIFICACION
La hemoncosis es una enfermedad causada por el nematodo H. contortus

la cual limita la produccion ovina en México como en otras partes del mundo,
causando pérdidas econdmicas a los productores resultado de la baja
productividad animal y a los costos en tratamientos. Por lo tanto, diversas
investigaciones se han enfocado en generar alternativas de control de esta
parasitosis, dentro de las cuales se encuentra el desarrollo de
inmunomoduladores.

En el laboratorio 1 de la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria de la
Facultad de Estudios Superiores Cuautittan UNAM, se ha demostrado la
capacidad de un CVTh para conferir proteccion a corderos susceptibles contra H.
contortus determinada por la reduccion significativa de los conteos de huevos en
heces (Cuenca-Verde et al., 2011), posteriormente se asocido la proteccion
inducida por el CVTh a la presencia de citocinas tanto del perfil Th2 (/L-4, IL-6, IL-
10) como del perfil Th1 (IL-2 e IFNy) en la pared abomasal lo cual sugirié un efecto
inmunomodulador del CVTh (Buendia- Jiménez et al., 2015), sin embargo, no se
determiné la cantidad de RNAm codificador de citocinas producido en el abomaso
de los corderos a los que se les administré el concentrado vesicular, ni la causa

del efecto inmunomodulador contra la infeccion por H. contortus.
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HIPOTESIS

La proteccion contra la hemoncosis inducida por la administracion del CVTh
en corderos Columbia, esta relacionada al perfil y cantidad (expresion relativa) de

algunas citocinas en linfonodo y pared abomasal de estos corderos.
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OBJETIVOS

Objetivo general.

Determinar y cuantificar la expresién relativa de algunas citocinas IL-
2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy, TGFB1, el receptor de
inmunoglobulina E (FCeR1A) y dos genes de estrés (SOD1, PRDX6)
involucrados en la proteccion inducida por el CVTh en la hemoncosis

experimental ovina.

Objetivos particulares.

Cuantificar la expresion relativa de los genes de citocinas IL-2, IL-4,
IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy, TGFB1, el receptor de inmunoglobulina E
FCeR1A, dos genes de estrés SOD1, PRDX6 en linfonodo y pared
abomasal de ovinos Columbia con proteccion inducida CVTh previa a

la infeccidn con H. contortus y en ovinos solo infectados

Medir por ELISA la cantidad de citocinas (/IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 e IFNy)
producidas por células de linfonodo abomasal cultivadas in vitro con
antigenos de H. contortus, en corderos Columbia con proteccion

inducida

Correlacionar la produccion de las citocinas estudiadas con la
cantidad de eosindfilos sanguineos y la eliminacion de huevo en
heces en una infeccion experimental con H. contortus en corderos

Columbia con proteccion inducida.
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MATERIAL Y METODOS

LOCALIZACION
El trabajo se desarrollé en el Laboratorio 1 de la Unidad de Investigacion

Multidisciplinaria de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan, UNAM. Los
corderos se mantuvieron en el Médulo de Investigacion del Centro de Ensefianza
Agropecuaria de la FES Cuautitlan. El desarrollo de la técnica RT-gPCR asi como
el disefo del anillo para el mismo, se realizdé en el Laboratorio de Helmintos del
CENID-PAVET del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y

Pecuarias (INIFAP) en Jiutepec, Morelos.

ANIMALES
Se utilizaron 50 corderos machos de la raza Columbia que procedieron de

una unidad de produccion ovina dedicada a la produccion de pie de cria, que
garantizaron pureza y homogeneidad racial. Los corderos fueron contemporaneos,
del mismo sexo y con una edad de entre 4 a 6 meses. Los corderos se
mantuvieron en condiciones libres de parasitos. La alimentacion consistio en
alimento balanceado comercial para ovinos (14% de proteina cruda) y forraje seco
molido (alfalfa achicalada) a razén de 4% de su peso corporal al dia. El agua se

ofrecid ad libitum.

LARVAS DE Haemonchus contortus

Se utilizaron larvas de una cepa monoespecifica de H. contortus, aislada a
partir de un rebafo ovino comercial de Jilotepec, Estado de México, la cual ha sido
mantenida por pases sucesivos en corderos criados bajo condiciones de
estabulaciéon total y con alimentacion basada en forraje henificado y alimento
balanceado comercial. Las L3 de H. contortus fueron obtenidas a partir del cultivo
de heces colectadas del cordero donador, con las cuales se elaboraron inéculos

individuales de 5,000 Ls. Las larvas se administraron con una sonda
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bucoesofagica para colocar el ino6culo directamente en el rumen del animal
(Mufoz-Guzman, 2007; Alba-Hurtado et al., 2010).

DISENO EXPERIMENTAL
A todos los corderos antes de ingresar a las corraletas se les realizaron

examenes clinicos, hematologicos y coproparasitoscépicos. Ingresaron al
experimento aquellos animales clinicamente sanos y sin  evidencia
coproparasitoscopica de NGE. Antes de empezar los protocolos de inoculacién,
todos los animales fueron mantenidos en las corraletas por dos semanas para

adaptarse a las nuevas condiciones de manejo.

Los 50 corderos fueron distribuidos homogéneamente de acuerdo con el

peso en cuatro grupos (cuadro 2).

Cinco corderos de los grupos 2, 3 y 4 fueron sacrificados en las semanas 1,
4 y 7 p.., los corderos del grupo 1 se sacrificaron en la semana 7 p.i. En el
momento del sacrificio se colectd el linfonodo abomasal (LNA) y una muestra de
las regiones fundica y pilérica abomasal (RFA y RPA). Por RT-qPCR se cuantific
la cantidad de RNAm codificador de citocinas presente en las muestras obtenidas.
Se obtuvieron células de LNA y se utilizaron para realizar los cultivos en el
laboratorio con antigenos de L3 de H. contortus. En los sobrenadantes de estos
cultivos se determind la concentracién de las diferentes citocinas.

Semanalmente se tomaron muestras de sangre y materia fecal desde el
inicio del experimento hasta el final del mismo (8 semanas). Se contaron la
cantidad de huevos de H. contortus eliminados en las heces, y la cantidad de ES

sanguineos.

El sacrificio se realizé en el Taller de Carnes de la FES Cuautitlan, UNAM por
medio de una pistola de émbolo oculto. Posteriormente, el abomaso fue retirado
para tomar las muestras de tejido de las regiones anteriormente sefaladas

mismas que se enviaron inmediatamente al laboratorio para ser procesadas.
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Cuadro 2.- Grupos experimentales y tratamientos

- == --- 5,000 L3 de H. contortus

600 pg I.M. 600 pg I.P. 600 pg I.P. 5,000 L3 de H. contortus
600 pg I.P.

600 pg 1.M. 600 pg I.P. 600 pg I.P. ---

600 pg I.P.

Inoculacion con concentrado vesicular de T. Hydatigena (CVTh), M.

Intramuscular, |.P. Intraperitoneal.
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TECNICAS PARASITOLOGICAS
Las muestras de heces se tomaron directamente del recto, para el conteo

de huevos eliminados se utilizé6 una técnica modificada de McMaster, donde cada
huevo encontrado representa 50 huevos por gramo de heces (Alba-Hurtado 2007).
Quincenalmente se realizaron cultivos larvarios y se verifico la pureza de la

infeccion.

CONTEO DE EOSINOFILOS SANGUINEOS
Para contar los ES se utilizd sangre obtenida mediante puncién de la vena

yugular en tubos al vacio con EDTA como anticoagulante (Rocha et al., 2004) y se
realiz6 una dilucion de sangre fresca de 1:10 con una solucion de Carpentier
(Eosina Y al 1% y formaldehido al 40 %).

Se utilizé una pipeta de Thoma para leucocitos. Se agregé sangre hasta la
marca con el numero uno, después de agrego la soluciéon de Carpentier hasta la
marca con el numero 11, se agitdé por tres minutos y se dejo reposar por 15
minutos posteriormente se homogeneizo lentamente, se eliminaron las primeras
tres gotas de la dilucion y se llend la camara Neubauer, se dejo en reposo por tres
minutos y finalmente se realizd el conteo con objetivo de 40x los resultados se

expresaron como ES por mm3 de sangre (Hohenhaus et al., 1998; Murioz, 2007).

OBTENCION DEL CVTh
Se colectaron metacestodos de T. hydatigena a partir de ovinos sacrificados

en un rastro. Las larvas colectadas se trasladaron a 4° C al laboratorio, donde se
mantuvo en congelacion a -20° C hasta su utilizacién. Para obtener los extractos,
se descongelaron los metacestodos vy el liquido vesicular se colecté y mezcldé con
inhibidores de proteasas (aprotinina 10 pg/ml, leupeptina 10 pg/ml, iodoacetamida
1.8 mg/ml y PMSF 1 mM SIGMA Labs), posteriormente se filtrd, y precipité con
(NH4)2S04, se centrifugd por una hora a 5,000 rpm a 4° C y la pastilla se
resuspendiéo en PBS. El extracto se filtr6 nuevamente a través de membrana

millipore de 0.22um, se alicuoté y almacend a -80° C hasta su utilizacion (Cuenca-
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Verde y col., 2011). La cantidad de proteina contenida en el concentrado se
determind por el método de Bradford (1976).

OBTENCION DE EXTRACTOS SOMATICOS DE L3 DE Haemonchus contortus
El extracto se hizo a partir de 10® L3 de H. contortus. De la forma descrita

anteriormente. Las larvas fueron lavadas tres veces en solucidn salina fisiologica
estéril con antibidticos (penicilina, 10,000 Ul, estreptomicina 100 pg/ ml,
anfotericina B 10 ug/ ml SIGMA labs) y maceradas en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido y una muestra de inhibidores de proteasas (aprotinina 10 ug/ ml,
leupeptina 10 pg/ ml, iodiacetamida 1.8 ug/ ml'y PMSF 1Mm SIGMA labs) hasta la
obtencién de una pasta homogénea sin fragmentos identificables de larvas.
Posteriormente el extracto fue centrifugado por una hora a 20,000 g a 4° C y el
sobrenadante fue filtrado con membrana de 0.22 pm, alicuotado y conservado a -
20° C hasta su utilizacion (Camargo et al., 1992). La cantidad total de proteina fue
verificada por el método de Bradford, (1976), utilizando albumina sérica bovina

como referencia.

CULTIVOS DE CELULAS ABOMASALES
Los cultivos celulares se realizaron modificando la descrita por Gill et al., (2000).

se obtuvieron los LNA inmediatamente después del sacrificio. Se lavaron con
solucion salina fisiolégica y se limpiaron de todo rastro de tejido adiposo. Se
colocaron en medio de lavado, que contiene medio de cultivo mas antibiotico y se
seccionaron finamente con tijeras, posteriormente se maceraron en organza fina y
la suspension celular obtenida se centrifugé a 2000 rpm por cinco minutos. Las
células recuperadas se lavaron tres veces en el mismo medio. Se realizd una
dilucion 1:100 y las células se tifieron con azul tripan para contar células vivas y
muertas. Se ajusto la concentracién a 2 X 108 células/ml y se colocaron 2 ml de la
suspension en placas de 24 pozos. Se estimularon por triplicado las células con 50
Mg/pozo de antigeno somaticos de L3 de H. contortus y tres pozos se mantuvieron

sin estimular como testigos, los cultivos se mantuvieron por 24 horas. Los
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sobrenadantes de cada pozo se obtuvieron por separado y se almacenaron a -20 °
C hasta su utilizacién para la cuantificacion de las citocinas. En el sobrenadante
de cada pozo se cuantificé la cantidad de IFNy, IL-2, IL-4 IL-5 e IL-6 utilizando kits
comerciales de ELISA (Cusabio Labs No’s cat: CSB-E14018Sh, CSB-E11217Sh,
CSB-E15963Sh, CSB-EL011662Sh, CSB-E10116Sh respectivamente, siguiendo

las indicaciones del fabricante).
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Extraccion de RNA y transcripcion reversa

La obtencion del RNA total de las muestras de LNA, RFA y RPA se realizo
utilizando el kit comercial RNeasy® Plus Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany). La
concentracion y pureza del RNA fue estimada por espectrofotometria a 260 nm
(NanoDrop-1000, Thermo Scientific, USA). EI RNAt obtenido se descontaminé de
trazas de DNA gendmico utilizando el kit RQ1 RNase-Free DNase® (Promega,
Madison, USA). La retrotranscripcién se hizo con el kit comercial RT? First Strand
Kit® (Qiagen Sciences, Maryland, USA) de acuerdo con el protocolo técnico del

fabricante.

Reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR)

Se utilizo el arreglo de genes comercial Custom Rt? Profiler PCR Array con
numero de catalogo CAPB12263R (Qiagen, Sciences, Maryland), los cuales
incluyen los cebadores sintetizados por SABiosciences Corporation® (Qiagen,
Germany) basados en secuencias nucleotidicas de la base de datos GenBank,
(Estrada-Reyes et al., 2017) correspondientes a los genes de las citocinas (/L-2,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, TGFB1 e IFNy, el receptor de inmunoglobulina E
(FCeR1A) y dos genes de estrés SOD71 y PRDX6) y un control positivo de la
reaccion; en donde el gen B-actina se utilizé como gen constitutivo de referencia
“HouseKeping”. Los ensayos de la RT-qPCR fueron realizados en un equipo
Rotor-Gene Q (Qiagen, Hilden, Germany) usando un Rotor-Gene SYBR® Green
PCR Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Se utiliz6 un robot QIAgility (Qiagen, Hilden,
Germany) para cargar los anillos. Un control negativo sin cDNA fue usado para
descartar contaminacion de RNA. Se realizaron 40 ciclos de amplificacién (inicial
de 95° C por 10 minutos; desnaturalizacion a 95° C/ 15 segundos;
alineamiento/extension a 60° C por 45 segundos). El analisis de la expresion
relativa de cada citocina fue realizado con el software RT? Profiler PCR Array Data
Analysis v3 SABiosciences® usando los valores resultantes de Ct de los genes en
estudio. Se obtuvo la AACT, y valores del cambio en la expresién (fold change) de
cada citocina (Estrada-Reyes et al., 2017).
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Figura 2.- Diagrama de flujo del diseiio experimental.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de HGH y ES fueron analizados mediante un modelo general lineal
(General linear model) utilizando la prueba de analisis de varianza para muestras
repetidas del programa Statistica for Windows®. Los datos de HGH fueron
transformados por la formula log10 (HGH+1) para estabilizar las varianzas previo
al analisis. Los datos de D.O. de las pruebas de ELISA para cuantificacion de
citocinas fueron analizados por andlisis de varianza factorial y se utiliz6 una
prueba de Tukey para establecer las diferencias entre medias. Se utilizé una

correlacion de Pearson para todas las variables utilizadas.
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RESULTADOS

ELIMINACION DE HGH EN CORDEROS COLUMBIA

Los promedios semanales de eliminacién de HGH de los corderos Columbia
infectados con 5,000 Ls (Grupo 2) y corderos inoculados con CVTh e infectados
con 5,000 L3 (Grupo 3) se ilustran en la figura 3. En la tercera semana pos-
infeccion (p.i), los animales de ambos grupos comenzaron a eliminar huevos de H.
contortus en la materia fecal. Los corderos del grupo 2 eliminaron una mayor
cantidad de HGH que los corderos del grupo 3 desde la semana 4 y hasta la
semana 7 del experimento (p = 0.07). Los promedios finales de los conteos de
HGH fueron de 13,250 (x1773) y de 7,466 (£1294) para los grupos 2 y 3
respectivamente. Los corderos testigo y a los que solo se les administré el CVTh

no eliminaron huevos en la materia fecal durante el desarrollo del experimento.

NIVELES’DE ES EN CORDEROS COLUMBIA CON PROTECCION INDUCIDA E
INFECCION CON Haemonchus contortus

Los promedios semanales de conteos de eosindfilos sanguineos en los
cuatro grupos experimentales se ilustran en la figura 4. En los corderos de los
grupos 3 y 4 aumentaron (p< 0.05) sus niveles de ES a partir de la semana 0 y
hasta la semana 3 Pl con respecto al inicio del experimento (semana -1) y al grupo
1 (testigo). En los corderos del grupo 2 aumentaron sus niveles de ES a partir de
la semana 1 y hasta la semana 3 Pl con respecto al inicio del experimento
(semana -1) y al grupo 1 (testigo). Los corderos de los grupos 3 y 4 presentaron
una mayor (p< 0.05) cantidad de ES sanguineos que los corderos del grupo 2
entre las semanas 0 (infeccidn) y hasta la semana 2 PI. Los promedios finales de
ES sanguineos de los grupos 2, 3 y 4 fueron de 83.4 (+ 9.2), 140.7 (+ 20.9) y 158

(£ 21.1) ES/mm3 respectivamente.
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Semanas p.i.

Figura 3. Promedio (xEE) de la cantidad de huevos de Haemonchus contortus
eliminados en materia fecal de corderos Columbia infectados con 5,000 L3 (Grupo
2) y corderos protegidos con un concentrado vesicular de Taenia hydatigena e
infectados con 5,000 L3 (Grupo 3). * Diferencia significativa entre los grupos (p<

0.05).
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IR R Semanas

Figura 4. Promedios (xEE) de la cantidad de eosindfilos sanguineos en corderos
testigo (Grupo 1), corderos infectados con 5,000 L3 de H. contortus (Grupo 2),
corderos inoculados con un concentrado vesicular de Taenia hydatigena (CVTh) e
infectados con 5,000 L3 de H. contortus (Grupo 3) y corderos solo inoculados con
CVTh. Las flechas negras indican el momento de la inoculacion del CVTh a los
grupos 3 y 4, la flecha roja indica el momento de la infeccién en los grupos 2 y 3.
Letras diferentes indican diferencia significativa entre las medias (p< 0.05).
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MEDICION DE CITOCINAS POR ENSAYO INMUNOABSORCION LIGADO A
ENZIMAS

Los resultados de la medicion de diferentes citocinas en sobrenadantes de
cultivos linfocitarios de corderos con y sin proteccién inducida previo a la infeccion
con H. contortus, se muestran en las figuras 5 y 6. Con respecto a la IL-2, se
observo una mayor cantidad (p< 0.05) en los cultivos linfocitarios de los corderos
del grupo 3 en la semana 1, en los cultivos linfocitarios de los corderos del grupo 4
en la semana 4 y en los cultivos linfocitarios de los corderos del grupo 2 en la
semana 7 en relacion al resto de los grupos en sus respectivas semanas. Con
respecto a la IL-4, se observd una mayor cantidad (p< 0.05) de esta citocina en los
cultivos linfocitarios de los corderos del grupo 4 en la semana 4 y en los cultivos
linfocitarios de los corderos del grupo 2 en la semana 7 en relacién con los otros
grupos en sus respectivas semanas. En la semana 1 no se observaron diferencias
en la cantidad de /L-4 entre los diferentes grupos (p> 0.05). En el resto de las
citocinas estudiadas, no se observaron diferencias significativas entre sus
cantidades producidas por los diferentes grupos (p> 0.05). La metodologia para la

medicion de las citocinas estudiadas se encuentra en el anexo 1.

EXPRESION GENETICA RELATIVA
Los resultados de la expresion genética relativa de las citocinas evaluadas en la

RFA de los corderos experimentales se muestran en la figura 7. Los corderos del
grupo 2 sobreexpresaron IL-4, IL-6, INFy, FceR1a y TGFB1 mientras que los
corderos del grupo 3 sobreexpresaron IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, FceR1a, TGFB1 'y
SOD1 en esta regién. En los corderos del grupo 4 solo sobreexpresaron FceR1ay

TGFB1 en esta region.

El resultado de la expresion genética relativa de las citocinas evaluadas en la RPA
de los corderos experimentales se muestra en la figura 8. Los corderos del grupo 2
sobreexpresaron IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 y FceR1a mientras que los corderos del
grupo 3 sobreexpresaron IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, FcER1a, TGFB1 y SOD1 en
esta regién. Los corderos del grupo 4 no se observd sobreexpresién en esta

region.
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Los resultados de la expresion genética relativa de las citocinas evaluadas en LNA
de los corderos experimentales se muestra en la figura 9. Los corderos de los
grupos 2 y 3 sobreexpresaron IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IFNy y TGFB1
mientras que los corderos del grupo 4 solo sobreexpresaron IL-2, IL-6y TGFB1 en
esta region.

Se observo la subexpresion de IFNy y PRDX6 en la RPA y LNA respectivamente
de los corderos del grupo 4 y de /L-8 en RFA de los corderos del grupo 2.

En el cuadro 4 se muestran las correlaciones encontradas entre diferentes
variables estudiadas con el promedio total de HGH de los corderos de los grupos 2
y 3. Se encontrd una correlacidon negativa entre el numero de HGH en la semana 7
y el niumero de ES presentes en la semana 0 del experimento (-0.71, p= 0.07). Las
correlaciones positivas mas importantes con respecto a la expresion genética
relativa de citocinas fueron con IL-2, IL-4, IL-5, IL-6 y FceR1a en el LNA, y ES de
las semanas 1y 2 en la RFA. Las correlaciones negativas fueron con la expresion
de IFNy en la RFA y con la expresion de IL-5 e IL-8 en la RPA.

En el anexo 1 se muestran los resultados de analisis de expresion relativa (Fold

change) basados en el calculo de la AACT con respecto al gen enddégeno B-actina

de cada grupo experimental.
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1 L-2 (pg/ml)

Figura 5. Promedios (xtEE) de los niveles de citocinas del perfil Th1 en
sobrenadantes de cultivos linfocitarios de corderos con y sin proteccion inducida
previo a la infeccion con Haemonchus contortus. Letras diferentes indican
diferencia significativa entre las medias (p< 0.05).
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Figura 6. Promedios
(xEE) de los niveles de
citocinas del perfil Th2
en sobrenadantes de
cultivos linfocitarios de
corderos con Yy sin
proteccion inducida
previo a la infeccion
con Haemonchus
contortus. Letras
diferentes indican
diferencia significativa
entre las medias (p<
0.05).
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Figura 7. Expresion relativa de
diferentes citocinas estudiadas en la
region fandica abomasal (RFA), de
corderos con y sin proteccion inducida
previo a la infeccion con Haemonchus
contortus.
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Figura 8. Expresion relativa de
diferentes citocinas estudiadas en la
region pilérica abomasal (RPA), de
corderos con Yy sin proteccion
inducida a la hemoncosis.
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Figura 9. Expresion relativa de
diferentes citocinas estudiadas en
linfonodo abomasal (LNA), de
corderos con y sin proteccion inducida
a la hemoncosis
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Cuadro 3. Correlaciones mas importantes encontradas entre la
eliminacion de huevos de Haemonchus contortus (HGH) y
diferentes variables estudiadas en los corderos experimentales.
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Cuadro 4. Expresion relatival de RNAm codificador de diferentes interleucinas en
tres regiones abomasales de corderos con infeccion con H. contortus y corderos
que recibieron un concentrado vesicular de Taenia hydatigena (CVTh) previo a la
infeccion con H. contortus

1 las flechas indican en cada grupo la sobreexpresion (1) o subexpression (|) de
cada citocina con respecto al grupo 1. Se presenta entre paréntesis el fold change
de cada citocina que indica el numero de veces que se expresa cada gen con
relacion a la B-actina y a la expresion en el grupo testigo (grupo 1).

2 los grupos experimentales recibieron los siguientes tratamientos: Grupo 2,
corderos solo infectados con H. contortus; grupo 3, corderos inoculados con el
CVTh previo a la infeccidon con H. contorus y grupo 4, corderos inoculados sélo
con el CVTh.

* Valor de p< 0.2.
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DISCUSION

La resistencia de los ovinos a la hemoncosis esta sustentada en su
capacidad para responder inmunologicamente a H. contortus. Esta resistencia se
ha relacionado a la presencia de células efectoras como eosindfilos, mastocitos,
leucocitos globulares y linfocitos T, y a la presencia de algunas moléculas entre las
mas importantes, citocinas (Angulo-Cubillan et al., 2007). Estudios recientes
realizados por este grupo de investigacion, demostraron que la inoculacion de un
CVTh disminuye significativamente el establecimiento de H. contortus y produce
un mayor numero de eosinofilos en corderos (Cuenca-Verde, 2008; Cuenca-Verde
et al., 2011). Posteriormente se asocio la proteccion inducida por el CVTh a una
mayor cantidad de células productoras de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFNy en
el abomaso de corderos infectados (Buendia- Jimenez et al., 2015) por lo que se
sugirio un efecto inmunomodulador del CVTh. Los resultados del presente estudio
mostraron que la proteccion inducida por el CVTh contra H. contortus en corderos
Columbia, se produce al mismo tiempo que la sobreexpresion genética de algunas
citocinas en el abomaso de los corderos y que algunas de estas citocinas estan
correlacionadas a la carga parasitaria, lo que probablemente modifica la

susceptibilidad de los corderos.

Se ha observado que pueden existir efectos antagonicos entre especies
parasitas en un hospedador, por ejemplo: en el caso de los ovinos, la infeccion
con Qestrus ovis puede producir disminucion de la carga parasitaria por
nematodos gastroentericos como H. contortus y Trichostrongylus colubriformis
(Dorchies et al., 1997; Yacob et al., 2004). En estudios previos realizados por
nuestro grupo, se reporto la capacidad de un extracto proteico del metacestodo de
T. hydatigena para inducir una reduccion en la carga parasitaria de H. contortus en
corderos a la cual se le denominé proteccion inducida (Cuenca-Verde et al., 2011;
Buendia-Jiménez et al., 2015). En este trabajo se observo que los corderos que
recibieron el CVTh antes de la infeccion eliminaron una menor cantidad de HGH
que los corderos que no lo recibieron (p< 0.05), los promedios totales fueron de
6,703 (£1,420) y de 8,190 (+2,156) HGH respectivamente, lo que significé una
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reducciéon del 44 % por efecto de la inoculacién del extracto. Cuenca-Verde et al.
(2011) y Buendia-Jiménez et al. (2015) observaron respectivamente reducciones
del 54.5% y del 41% en la eliminacion de HGH en corderos a los que se les
administré CVTh en relacion con corderos a los que no les fue administrado. La
diferencia en el nivel de proteccién observada entre los estudios mencionados
puede deberse principalmente a que en cada experimento se utilizd un lote
diferente de CVTh.

Para la preparacion del CVTh los metacestodos utilizados fueron obtenidos
en diferentes lugares y no se utilizaron inhibidores de proteasas en su elaboracion,
por lo que su vida en almacenamiento fue muy corta, esto imposibilito la utilizacion
del mismo lote para todos los estudios. Si bien, los resultados previos y los
obtenidos en este estudio confirman un efecto protector del CVTh contra la
hemoncosis ovina, dicho efecto puede variar dependiendo posiblemente de
factores como la procedencia de los metacestodos, edad de los mismos u otros. El
aislamiento, caracterizacion y mantenimiento de una cepa de T. hydatigena para la
elaboracién del CVTh y el estudio de los componentes activos del mismo, podrian

ayudar a mejorar y homogeneizar el efecto protector observado.

La eosinofilia es uno de los principales signos de infeccion por helmintos, en
particular observado en la hemoncosis ovina. Algunos autores han descrito a los
eosindfilos tisulares en la mucosa abomasal como efectores importantes en la
respuesta a H. contortus (Meeusen y Balic, 2000; Reinhardt et al., 2011; Balic,
2002; Terefe et al., 2005), por lo que los niveles de eosindfilos sanguineos se han
relacionado con la resistencia a la hemoncosis ovina (Mufioz-Guzman et al.,
2006). En el presente trabajo se observé que el CVTh, indujo un aumento de los
niveles de ES (p< 0.05) en los corderos a los que les fue suministrado (grupos 2 y
3). Ademas, se observo que los niveles de ES en la semana 0 (momento de la
infeccion) tuvieron una correlacion negativa (r= -0.71, p= 0.07) con la carga
parasitaria medida por el numero de HGH en los corderos que fueron infectados.
Lo anterior sugiere que la menor cantidad de HGH en los corderos del grupo 3

(CVTh+ infeccion) con respecto a los del grupo 2 (s6lo infeccidn) esta relacionado
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a la induccién de un mayor numero de ES en estos corderos por efecto del CVTh.
Estos resultados son similares a los observados en los estudios anteriormente
citados (Cuenca-Verde et al., 2011; Buendia-Jiménez et al., 2015) donde también
se reportaron correlaciones negativas entre la carga parasitaria y la eosinofilia (r= -
0.54 y r= -0.71 respectivamente). Varios autores han encontrado también
evidencia de la relacion entre la eosinofilia y baja carga parasitaria por H.
contortus, por ejemplo: Bricarello et al. (2004) y Figueroa-Castillo et al. (2011),
reportaron una correlacion de -0.5 entre la cantidad de HGH y la cantidad de ES,
mientras que Lacroux et al. (2006), reportaron una correlacion de -0.41 entre estas
dos variables. La constante asociacion de niveles elevados de ES con baja carga
parasitaria y en particular, la asociacién de la eosincfilia producida por el CVTh
con la proteccion inducida (reduccion de la carga) lograda en este estudio,
sugieren que los niveles de ES pueden ser un buen indicador de la proteccion
inducida por el CVTh y que en futuros estudios pueda ser utilizada para estimar

indirectamente el nivel de proteccion.

Algunos autores han reportado la presencia de citocinas del perfil Th2 en
mucosa Y linfonodo abomasal en respuesta a la infeccion por H. contortus en
ovinos de razas naturalmente resistentes a la hemoncosis (Gill et al., 2000;
Schallig, 2000; Balic et al., 2000a). En el presente estudio se observé que la
administracién del CVTh (grupo 4) indujo en los cultivos linfocitarios de corderos
sacrificados en la semana 4 p.i. la produccién de una mayor cantidad (p< 0.05) de
citocinas del perfil Th2 (IL-4, IL-5 e IL-6) que los cultivos de corderos que solo
fueron infectados (grupo 2), y de los que antes de la infeccion recibieron el CVTh
(grupo 3). Sin embargo, este efecto ya no fue observado en los corderos de este
grupo sacrificados en la semana 7. Lo anterior sugiere un efecto estimulador del
CVTh para la produccién de citocinas del perfil Th2 el cual se mantiene sélo

durante algunas semanas.

Por otro lado, se observé que la administracion del CVTh previo a la
infeccion con H. contortus (grupo 3) indujo en cultivos linfocitarios de los corderos

sacrificados en la semana 1 p.i. la produccién de mayores cantidades de IL-2 e
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IFNy que los cultivos de corderos que solo fueron infectados (grupo 2). Ambas
citocinas pertenecen al perfil Th1 y frecuentemente se ha observado la presencia
de IFNy en la respuesta a H. contortus, sobre todo en etapas tempranas de la
infeccion (Meeusen et al., 2005; Schallig, et al., 2000). Los resultados obtenidos
de todas las citocinas estudiadas indican una posible respuesta temprana Th1

seguida de una respuesta Th2 posterior.

La expresion de RNAm codificador de diferentes citocinas asociadas a la
infeccion por nematodos gastroentéricos o su relacion con la resistencia a los
mismos, ha sido observada por diferentes autores. En general, tanto la infeccion
como la resistencia a H. contortus se ha relacionado mas a la sobreexpresion
genética de citocinas de respuesta Th2 (Meeusen et al., 2005; Lacroux et al.,
2006; Ibelli et al., 2011; Zaros et al., 2014), sin embargo, algunos estudios han
encontrado asociacion de infeccion/resistencia a la respuesta Th1 (Schallig et al.,
2000; Meeusen et al., 2005; McKinnon et al., 2009), por lo que no existe claridad al
respecto. En este estudio los corderos que soélo fueron infectados con H. contortus
(grupo 2), sobreexpresaron IFNy (Th1), IL-4 e IL-6 (Th2) en la RFA y
sobreexpresaron IL-2 (Th1), IL-4, IL-5 e IL-6 (Th2) en la RPA. Adicionalmente, sus
cultivos linfocitarios produjeron citocinas de ambos perfiles: Th1 (IL-2) y Th2 (IL-4).
En los corderos del grupo 3, la administracién del CVTh previo a la infeccion,
promovié la sobreexpresion de IL-10 (Th2) en la RFA y de IL-8 (Th2 y pro-
inflamatoria) en la RPA al mismo tiempo que promovié una menor expresion de
IFNy (Th1) en la RFA y de IL-2 (Th1) en la RPA (cuadro 4). Lo anterior parece
indicar un efecto promotor del CVTh de una respuesta tipo Th2 pro-inflamatoria en
la mucosa abomasal. Meeusen et al. (2005), reportaron que el desafio con 50,000
L3 de H. contortus en corderos indujo la expresién tanto de IFNy e IL-2 (perfil Th1)
como de IL-4 e IL-5 (perfil Th2). Por otro lado, McKinnon et al. (2009), reportaron
la sobreexpresion de IL-2 y del receptor beta para IFNy en razas ovinas de pelo
resistentes a la hemoncosis. Los resultados de los estudios anteriormente
mencionados junto con los resultados obtenidos en el presente estudio parecen
indicar que la dicotomia Th1/Th2 en la respuesta a la hemoncosis no esta

estrictamente polarizada y que la administracion del CVTh en corderos promueve
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la expresion genética de citocinas Th2 y la subexpresién de citocinas del perfil
Th1.

Otros autores han relacionado la susceptibilidad a diferentes nematodosis
incluyendo la hemoncosis, con una respuesta tipo Th1 (Else y Finkelman, 1998;
Zaros et al.,, 2010). En este contexto, se utilizO una raza ovina altamente
susceptible a la hemoncosis y se observo en los corderos solo infectados con H.
contortus (grupo 2) la sobreexpresion de IFNy e IL-2 en las tres regiones
abomasales estudiadas. Sin embargo, en corderos de la misma raza, infectados
con la misma carga parasitaria y mantenidos bajo las mismas condiciones, la
administracién del CVTh (grupo 4) indujo una expresion normalizada de IFNy e IL-
2 en la mucosa abomasal, mientras que en LNA se observo la subexpresion de
IFNy. Esto sugiere que el CVTh tiene capacidad de suprimir parte de la respuesta
Th1 de corderos susceptibles confiriéndoles probablemente de esta forma

resistencia a la hemoncosis.

Por otra parte, ha sido demostrado que algunas citocinas como IL-4 IL-5, IL-
6 e IL-13 confieren proteccion a infecciones causadas por parasitos dentro de los
cuales se considera la hemoncosis (Else y Finkelman, 1998; Claerebout et al.,
2005; Craig et al., 2007; Zaros et al., 2010). En este estudio los corderos que solo
fueron infectados con H. contortus (grupo 2), sobreexpresaron IL-4, IL-5 e IL-6 en
las tres regiones del abomaso, ademas la expresion de estas tres citocinas
correlaciond positivamente con la carga parasitaria, lo cual sugiere que la
presencia del parasito es la que estimula la produccién de estas citocinas. Por su
parte en los corderos que se les administré6 CVTh previo a la infeccion (grupo 3),
se observd también sobreexpresion de las tres citocinas mencionadas
anteriormente, sin embargo, en general se observd una menor intensidad en
relacion con los corderos del grupo 2. Los resultados anteriores sugieren que el
CVTh regula la expresion de estas citocinas y su presencia podria ser mas

consecuencia de la infeccion que la causa de proteccion.

El dafo tisular causado por la presencia y accion de H. contortus en la

mucosa abomasal produce la atraccion de células inflamatorias (neutrdfilos,
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eosinofilos y mastocitos) productoras de especies reactivas de oxigeno (ERO)
como parte de sus mecanismos de defensa contra el parasito. Las ERO son
inactivadas por mecanismos reguladores como las enzimas antioxidantes PRDX6
y SOD1 en los ovinos (Maza, 2015; Estrada-Reyes et al., 2017). En este estudio
se observd la sobreexpresion del gen SOD17 en la RFA y RPA de los corderos a
los que les fue administrado el CVTh previo a la infeccién con H. contortus (grupo
3) pero no en los corderos que solo fueron infectados (grupo 2) o a los que solo se
les administré el CVTh (grupo 4). Ademas, en la RPA también se sobreexpreso IL-
8 la cual es una citocina promotora de inflamacion. Estos resultados sugieren que
la administracién del CVTh induce la activacién de mecanismos protectivos en la
mucosa abomasal contra el estrés oxidativo producido por la presencia de H.
contortus, lo cual puede redundar en un efecto positivo y quiza en la proteccion

inducida.

La seleccién de los genes utilizados para el presente trabajo, asi como el
analisis de la expresion relativa utilizando el método de la AACT, se basé en
estudios previamente reportados (Robinson et al., 2010; Miller y Horohov, 2006).
La expresion relativa de cada citocina fue determinada a través de la
normalizacion de la expresion en relacion con la expresion del gen constitutivo -
actina, donde los niveles de su expresion son constantes (Rena y Yong, 2013). En
este estudio se cuantificé el grado de expresion genética relativa de cada citocina,
sin embargo, se debe de tomar en cuenta que en el proceso de traduccion del
RNAmM a proteina, la expresion de informacion puede ser inhibida por RNA de
interferencia (RNAi) o mecanismos de regulaciéon pos-traduccionales que
produzcan la supresion de la expresion fenotipica de la citocina por lo cual no
siempre existe correlacion entre la cantidad de RNAm y de proteina expresada. En
este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio fueron consistentes
con los obtenidos en un estudio previo (Buendia-Jiménez et al., 2015) en el que se
conté el numero de células positiva a diferentes citocinas (IFNy, IL-2, IL-4, IL-6 e
IL-10) en la mucosa abomasal. En ambos estudios se observd que la
administracién del CVTh produjo el aumento de la expresion (genética y fenotipica

respectivamente) de todas las citocinas mencionadas, tanto del perfil Th1 como
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del perfil Th2, confiirmando la capacidad del CVTh para estimular
inespecificamente la respuesta inmune. Futuros estudios en donde se fraccione el
CVTh permitiran establecer que componente o componentes son los responsables

de la proteccion observada y de los efectos sobre el sistema inmune de los ovinos.
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CONCLUSIONES

» Los corderos que recibieron el CVTh antes de la infeccién con H. contortus
eliminaron una menor cantidad de HGH que los corderos que no lo
recibieron, lo que significo una reduccién del 44% de la carga parasitaria.

» EI CVTh indujo eosinofilia en los corderos a los que les fue suministrado, la
cual correlacioné negativamente con la cantidad de HGH en los corderos
infectados.

» Los perfiles de citocinas producidos por los cultivos celulares de LNA en los
corderos sugieren que el CVTh tiene un efecto estimulador para la
produccion de citocinas del perfil Th2, sin embargo, también fue observada
una respuesta temprana de citocinas del perfil Th1.

» Los resultados obtenidos indican que la dicotomia Th1/Th2 en la respuesta
por citocinas a la hemoncosis no esta estrictamente polarizada.

> La sobreexpresion de SOD1 e IL-8 en la mucosa abomasal inducida por el
CVTh en los corderos, sugiere la activacion de mecanismos protectivos
contra el estrés oxidativo producido por la presencia de H. contortus, lo cual
podria coadyuvar a la proteccion inducida.

» La administracion del CVTh en corderos promovio la sobreexpresion
genética de citocinas Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10) y la menor expresion de

citocinas del perfil Th1(IFNy e IL-2) en la mucosa abomasal.
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Anexo 1. Resultados de analisis de expresion relativa (Fold change) basados en el

calculo de la AACt con respecto al gen endoégeno S-actina.

Numeros en color rojo indican: Sobreexpresion, en verde: Subexpresion y en negro normalidad.
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