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RESUMEN 

En este trabajo se identificaron los receptores para progesterona (rP4), prolactina 

(rPRL) y estrógenos (rE2) en larvas 3 (L3) de Haemonchus contortus, así como los 

efectos sobre la fisiología y comportamiento generados por la adición in vitro de 

diferentes concentraciones de estrógenos, progesterona y prolactina en cultivos de 

larvas. Se ha relacionado indirectamente el aumento de prolactina sérica con la 

reactivación de larvas de H. contortus alrededor del parto, lo que produce un fenómeno 

de aumento en la eliminación de huevos (alza posparto), sin embargo, no existen 

evidencias directas del efecto de la prolactina o de otras hormonas (progesterona y 

estrógenos) sobre larvas de este parásito. Por lo anterior los objetivos de este trabajo 

fueron: a) evaluar los efectos directos de estrógenos, progesterona y prolactina sobre el 

aumento de tamaño, motilidad y porcentaje de muda L3/L4 en larvas de H. contortus, 

B) identificar (citometría) y localizar (microscopia confocal) posibles receptores para 

dichas hormonas en L3 de H. contortus, C) Amplificar por PCR los genes que codifican 

los receptores para estrógenos, progesterona y prolactina en L3 de H. contortus. 

Las larvas de H. contortus recién obtenidas en promedio midieron 618±15 µm de 

longitud. Las larvas del grupo testigo (incubadas sin hormonas) crecieron  in. Las larvas 

incubadas durante 5 y 10 días con algunas concentraciones de progesterona tuvieron 

un mayor aumento de tamaño (p<0.05) que las larvas del grupo testigo. El aumento de 

tamaño en las larvas incubadas con diferentes concentraciones de prolactina y 

estrógenos fue variable. En general, las larvas incubadas con concentraciones mayores 

de 8ng/mL de progesterona presentaron una mayor motilidad que las larvas del grupo 
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testigo, mientras que la incubación con diferentes concentraciones de prolactina y 

estrógenos no modificaron su motilidad. Se observó una inhibición concentración 

dependiente de la muda L3/L4 en L3 incubadas con diferentes concentraciones de 

progesterona. No se observaron cambios en la relación de L3/L4 en larvas cultivadas 

con diferentes concentraciones de prolactina y estrógenos.  

Por citometría de flujo se demostró que las L3 recién obtenidas presentaron 15% 

de células con rP4, 10% rE2 y 5% rPRL. Por inmunofluorescencia con microscopia 

confocal, se encontró el rP4 se localizaba en la luz del tubo digestivo de las L3 y que el 

rPRL se localizaba en el citoplasma de células intestinales de las L3. Por PCR se 

amplificaron fragmentos de DNAg de H. contortus con peso semejante al rP4 y al rPRL 

de borregos. Los resultados de este trabajo sugieren que las larvas de H. contortus son 

capaces de reconocer la progesterona y la prolactina del huésped, a través de posibles 

receptores hormonales y que estas tienen efectos in vitro sobre la fisiología y motilidad 

de L3 de H. contortus. La implicación de estos hallazgos sobre la biología de H. 

contortus in vivo debe ser estudiada.  
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ABSTRACT 

 

In this work progesterone (Rp4), prolactin (rPRL) and estrogen (rE) receptors were 

identified in Haemonchus contortus larvae 3 (L3), as well as the effects on behavior and 

physiology generated in vitro by the addition of different concentrations of estrogens, 

progesterone and prolactin in larval cultures. It has been related indirectly the rise in 

seric prolactin with H. contortus larval reactivation during partum which produce an 

increase in the number of eggs excreted (spring rise phenomena); however, there is no 

direct evidence of the effect of prolactin and other hormones (progesterone and 

estrogen) on larvae of this parasite. For the above-mentioned, the aim of this study was: 

a) To evaluate the direct effects of estrogen, progesterone and prolactin on growth, 

motility and molting process percentage (L3/L4) on H. contorts larvae; b) To identify 

(cytometry) and to locate (confocal microscopy) possible like-receptors for the above-

mentioned hormones in H. contortus L3; and c) To amplify through PCR genes which 

codificate estrogen, progesterone and prolactin receptors in H. contortus L3. 

Newly obtained H. contortus larvae measured 618±15 µm in length. The control group 

(incubated without hormones) grew 67.5±4 µm. The larvae incubated during 5 and 10 

days with some progesterone concentrations had a higher rise in length (p<0.05) than 

control group larvae. Length increase in larvae incubated with prolactin and estrogens 

was changeful. In general, larvae incubated with concentrations higher than 8 ng/mL of 

progesterone had more motility than control group larvae; meanwhile, incubation with 

prolactin and estrogens did not modify its motility. It was observed an inhibition of 
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molting process (L3/L4) concentration-dependent in larvae incubated with different 

concentrations of progesterone. No changes were observed in L3/L4 ratio in larvae 

incubated with different concentrations of prolactin and estrogens. 

Through flow cytometry, it was demonstrated that newly obtained L3 cells had 15% of 

rP4, 10% rE2 and 5% rPRL. Trough immunofluorescence, the rP4 were in the digestive 

tube lumina of L3, and the rPRL was located in the cytoplasm of L3 intestinal cells. 

Finally, trough PCR, fragments of H. contortus gDNA were amplified, which had 

molecular weight related to sheep rP4 and rPRL amplificates. The results of this work 

suggest that H. contortus larvae can recognize progesterone and prolactin from the 

host, possibly trough hormone-like receptors, and that these have direct effects in the 

physiology and motility of H. contortus L3 in vitro. The implication of these findings of H. 

contortus biology in vivo must be studied.     
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INTRODUCCIÓN 

Los ovinos han sido empleados para el beneficio del ser humano desde su 

domesticación hace aproximadamente 9000 años. Los principales productos que 

aportan son: carne, leche, piel y lana. En la actualidad existen alrededor de 1,000 

millones de cabezas de ovinos en el mundo, produciendo un estimado de 14 millones 

de toneladas de carne (FAO, 2014), concentrándose mayoritariamente en China, India 

y Australia (Morris, 2009). 

De acuerdo con reportes de la FAO (2014), México se encuentra en el lugar 41 

en cuanto a cabezas de ganado ovino, con una población total de 8,575,908. En cuanto 

a la producción de carne se refiere, México se localiza en el lugar 35, con una 

producción de 58,288 toneladas, concentrándose el 53% en el centro del país, 24% en 

el sureste y 23% en el norte (Partida de la Peña et al., 2013).  

La producción ovina se desarrolla en países tropicales y templados, debido a la 

alta concentración de pastizales y/o praderas existentes en su territorio. De esta forma, 

la gran mayoría de productores se basan en el pastoreo como sistema de producción 

predilecto, utilizando gramíneas y leguminosas como principales fuentes de alimento 

(Hodgson et al., 2005), sin embargo, este sistema productivo favorece la transmisión y 

el desarrollo de parásitos, los cuales provocan pérdidas económicas asociadas a la 

disminución de parámetros productivos y costos por tratamientos.  

Los parásitos comúnmente encontrados en los ovinos de pastoreo están 

asociados al tracto digestivo, en donde se desarrolla la enfermedad conocida como 
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verminosis gastroentérica. La verminosis gastroentérica de los ovinos es una 

enfermedad parasitaria producida por la presencia y acción de nematodos de los 

géneros: Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus, Cooperia, Strongyloides, 

Skrjabinema, Chabertia, Nematodirus, Oesophagostomum, y Trichuris. Este 

padecimiento induce cambios fisiopatológicos dependiendo de la localización y la edad 

de los animales, entre otros (Roeber et al., 2013, Sánchez-Paredes, 2017). Dentro de 

los nematodos encontrados destaca Haemonchus contortus, el cual es considerado 

como el principal parásito de ovinos en climas tropicales debido a su alta prolificidad, 

resistencia y patogenicidad (Quiroz, 1984; Helman, 1984; Angulo-Cubillan et al. 2007).  

HEMONCOSIS  

La hemoncosis es una enfermedad causada por H. contortus, el cual es un 

nematodo hematófago perteneciente a la familia Trychostrongyloidea, se localiza en el 

abomaso de rumiantes domésticos y salvajes, siendo los borregos los más 

susceptibles; comúnmente se le conoce como gusano del estómago, gusano del cuajar 

o gusano en palo de barbería. Los machos miden entre 10-20 mm de longitud, se 

caracterizan por presentar un color rojizo y tener una bolsa copulatriz con un lóbulo 

dorsal asimétrico; las hembras miden entre 18-30 mm de longitud y tienen la apariencia 

característica del género, al presentar los ovarios enrollados en el tracto digestivo, 

semejando un palo de barbería (figura 1). Ambos presentan una lanceta en el extremo 

anterior, lo que les permite perforar la mucosa para alimentarse (hematofagia). Los 

adultos llegan a consumir hasta 0.05 mL de sangre por día. H. contortus presenta una 

alta prolificidad, llegando a producir más de 10,000 huevos por día (Schmidt y Roberts, 

2000; Bush et al., 2001; Gasse y Samson, 2016).  
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CICLO BIOLÓGICO 

El ciclo biológico de H. contortus es de tipo directo (figura 2), presentando dos 

etapas: la no parásita en dónde se encuentran las fases de huevo, L1, L2 y L3 

(infectante), y la etapa parásita, que involucra la muda de L3 a L4 y de L4 a la fase 

adulta (Quiroz, 1984).  

La etapa no parásita inicia cuando el huevo (embrión morulado) sale en las 

heces; dependiendo de factores ambientales como humedad, temperatura y oxígeno, 

se desarrolla la L1 dentro del huevo y eclosiona (sale del huevo) en un lapso de dos 

días; esta se alimenta principalmente de bacterias y muda a L2, posteriormente madura 

a L3 en un periodo de una semana. La L3 no es capaz de alimentarse debido a que 

mantiene la muda del estado larvario anterior, por lo que sube a la punta de los pastos 

para esperar ser ingerida por el hospedero; la L3 es la fase infectante (Quiroz, 1984; 

Bush et al., 2001).  

Tomado de Buendía-Jiménez, 2015. 

Figura 1. Adultos de Haemonchus contortus en abomaso 
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La etapa parásita inicia cuando el hospedero ingiere la fase infectante, la larva 

elimina la cutícula en el rumen debido a la secreción de la enzima 

leucinoaminopeptidasa; se cree que los factores que desencadenan este proceso son 

la relación bicarbonato (HCO3
-) /ácido carbónico (H2CO3) y los altos niveles de CO2 

presentes en el rumen. Posteriormente la L3 penetra en las glándulas abomasales 

donde muda a L4 en un periodo de dos días; la L4 se alimenta por 15 días y sale al 

lumen para convertirse en adulto (machos y hembras). Ya diferenciados sexualmente, 

se lleva a cabo la cópula. Las hembras fecundadas ovipositan en el abomaso, los 

huevos son arrastrados por el contenido abomasal e intestinal y son eliminados en 

heces (Bush et al., 2001, Sutherland et al., 2010).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Representación del ciclo biológico de Haemonchus contortus en ovinos 

Tomado de Buendía-Jiménez, 2015. 
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HIPOBIOSIS 

La hipobiosis se define como una pausa temporal y reversible en el desarrollo de las 

fases larvarias de nematodos dentro del hospedero, ocurriendo está en las L4. Este 

fenómeno sirve para asegurar la supervivencia de la especie cuando las condiciones 

medio ambientales no son propicias para su especie (Alba-Hurtado, 1983; Gantogi et 

al, 1998). Los factores que favorecen a esta inhibición son:  

• Temperaturas extremas que limitan la supervivencia de la larva (inviernos muy 

fríos o veranos muy secos y calurosos). 

• Presencia de parásitos adultos en el abomaso. 

• Inmunidad asociada a exposiciones anteriores con el parásito. 

No todas las larvas entran en estado de hipobiosis, aunque los rangos pueden 

variar de 25 a 95% dependiendo de las condiciones ambientales (Blitz y Gibbs I, 1972; 

Alba, 1983; Angulo-Cubillan et al, 2007; Sutherland et al, 2010).  

 El fenómeno de arresto larvario es una característica compartida en diversos 

géneros de nematodos, tanto parásitos como de vida libre. En este sentido, la mayor 

parte de los estudios dirigidos al entendimiento del arresto larvario han sido realizados 

en el nematodo Caenorhabditis elegans, encontrando que los factores reguladores de 

este proceso están mediados por factores de crecimiento tipo insulina, así como 

factores transcripcionales denominados FOX (mamíferos) y DAF (nematodos). Cuando 

las larvas se encuentran en condiciones apropiadas para su desarrollo, las cinasas del 

factor de crecimiento tipo insulina fosforilan al factor transcripcional DAF, permitiendo la 

activación de diversos genes y así continuar con el desarrollo hasta la fase adulta; sin 
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embargo, cuando las condiciones son desfavorables, la señalización del factor de 

crecimiento tipo insulina se detiene dejando inactivo el factor DAF y consecuentemente 

deteniendo el desarrollo larvario (Kenyon et al., 1993; Murphy, 2006).  

   Estudios realizados por Hu y col. (2010) demostraron la presencia del factor 

transcripcional DAF en H. contortus, encontrando 2 variantes del mismo Hc-daf-16.1 y 

Hc-daf-16.2. Estos factores se encontraron en los estadios larvales 2, 3 y 4 así como 

en adultos, encontrándose en una mayor proporción en los estadios de L3 y L4. Al ser 

comparadas las secuencias de H. contortus con C. elegans, se encontraron diferencias 

estructurales, las cuales fueron asociadas a las diferencias en el ciclo de vida.   

ALZA POSTPARTO 

Se le conoce como “alza postparto” o “spring-rise” al fenómeno parasitario en el 

cual se presenta un aumento significativo en la eliminación de huevos en heces; la 

mayor eliminación se produce entre las 4 y 8 semanas después del parto. Se cree que 

la causa de este aumento en la eliminación de huevos es la reactivación y desarrollo de 

larvas hipobióticas, mayor implantación de fases adultas, así como un aumento en el 

tamaño y prolificidad de las hembras parásitas. Como causas de este fenómeno se 

asume una disminución en la inmunidad, deficiencias nutricionales y cambios 

hormonales (aumento de la prolactina) derivados del último tercio de la gestación y la 

lactancia (Blitz y Gibbs II, 1972; Quiroz, 1984; Chartier et al, 1998; Rimbaud et al, 

2005). 

La inmunidad y la nutrición se han asociado ampliamente con el alza postparto, 

debido a que durante el periodo periparto la inmunidad de la madre disminuye 
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considerablemente (Hafez, 2002), además que, en el tercer tercio de la gestación y 

lactancia, las borregas presentan un elevado gasto energético y disminuye 

considerablemente su condición corporal. Debido a esto, se cree que el aumento en la 

liberación de huevos en heces se relaciona positivamente con la relajación de la 

inmunidad, así como con una deficiencia energética (Barret et al., 2010). 

Se ha encontrado que borregas lactantes alimentadas con dietas deficientes en 

proteína metabolizable eliminan una mayor concentración de huevos en heces, además 

de alojar una mayor cantidad de parásitos adultos, comparado con borregas lactantes 

alimentadas con dietas ricas en proteína metabolizable; también se ha visto que la 

eosinofilia circulante/tisular, así como los anticuerpos en suero, son mayores en 

borregas no gestantes que en gestantes, independientemente de la dieta (Beasley et 

al., 2010-I, 2010-II y 2012). 

ALZA POSPARTO Y SU RELACIÓN ENDOCRINA 

En nematodos de vida libre, la reactivación de larvas en arresto ha sido asociada 

a factores hormonales, los cuales fungen como reguladores del desarrollo. En C. 

elegans se ha descrito que el receptor hormonal CHR3 es indispensable para su 

desarrollo, demostrando que la inhibición del mismo detiene el desarrollo de este 

nematodo (Kostrouchova et al., 2001). Así como el receptor nuclear CH3, se ha 

encontrado una red de señalización neuroendocrina asociada a la formación de larvas 

en diapausa en C. elegans. Dentro de las moléculas de señalización reportadas se 

encuentra: IGF-1, TGF-β, cGMP y serotonina, las cuales al ser activadas convergen en 
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el receptor nuclear DAF en sus distintas variantes dependiendo de la célula blanco 

(Gerisch et al, 2001).   

En H. contortus también se han asociado factores endocrinos en su biología, el 

sexo y el estado fisiológico, los cuales se han asociado a diferencias en cuanto a 

susceptibilidad se refiere. Estas variaciones están relacionadas en gran medida a las 

concentraciones plasmáticas de las diferentes hormonas encontradas, tanto en 

hembras como machos, así como en las diferentes etapas fisiológicas de las hembras 

como son la gestación y la lactancia (Barger, 1993).  

Los machos presentan una mayor propensión a infestaciones por H. contortus 

con respecto de las hembras, pero este fenómeno puede igualarse cuando las hembras 

son gonadectomizadas (Barger, 1993). Se ha encontrado que las hembras 

gestantes/monoparas eliminan hasta el doble de huevos en heces con respecto de las 

hembras que no han sido empadradas; también en este punto se observó que hembras 

que presentan abortos o mortinatos eliminan la misma cantidad de huevos que las 

hembras que no han sido empadradas (Brunsdon, 1967).  

También se ha visto que las borregas gestantes presentan una mayor 

reactivación de larvas hipobióticas con respecto de las borregas vacías y que esta 

proporción se mantiene durante la lactancia; así mismo, también se observó que las 

borregas secas después de una reinfestación disminuyen en gran medida su carga 

parasitaria, contrario a las borregas gestantes y lactantes las cuales mantienen altas 

cargas parasitarias (Gibbs y Barger, 1986). Por lo anterior, esta alza se ha asociado a 

la prolactina (Fleming, 1993).  
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PARÁSITOS Y SU RELACIÓN CON LAS HORMONAS 

 La evolución en la relación huésped-parásito, ha llevado al desarrollo de 

diversos mecanismos en el parásito con el fin prolongar y favorecer su establecimiento; 

uno de los mecanismos descritos ha sido el fenómeno de transregulación, el cual 

establece que el parásito se beneficia al utilizar ciertas hormonas y algunos factores de 

crecimiento producidos por el huésped, favoreciendo su implantación y crecimiento 

(Escobedo et al, 2005).  

 

 Para establecer que un parásito tiene la capacidad de aprovechar el ambiente 

endocrino encontrado en el huésped, es necesario que este exprese moléculas con 

afinidad a las hormonas (receptores); aparte de esta afinidad, las moléculas tipo-

receptor deben ser funcionales (Cervantes y Carrero, 2008). Se ha demostrado que los 

nematodos poseen un alto número de receptores nucleares (NR), los cuales fungen 

como reguladores de la transcripción y señalización en vertebrados e insectos (Hoss y 

Weltje, 2007). 

 

 En algunos parásitos como Ancylostoma caninum, Strongyloides stercoralis y 

Dirofilaria immitis se han identificado receptores nucleares (NR) para testosterona y 

progesterona cuya función es colaborar en la regulación de la homeostasis (Wu, 2011). 

Hu y col. (2003) reportaron la presencia del receptor de androgenos, así como el 

receptor membranal de progesterona en Schistosoma mansoni. Tratamientos in vitro de 

cercarías, esquistosomulas y gusanos adultos de S. mansoni con 

dehidroepiandrosterona (DHEA) inhibieron hasta un 100% la viabilidad y oviposición de 
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estos parásitos, mientras que en el tratamiento con cortisol solo afectó a los gusanos 

adultos (Liu et al., 2009).  

Se ha demostrado que larvas de Toxocara canis modifican su longitud y 

motilidad al ser estimuladas con prolactina y progesterona in vitro; de igual manera se 

encontró la presencia de moléculas semejantes a receptores para las hormonas 

anteriormente mencionadas en el extremo anterior de las larvas (Chávez-Guitrón, 

2016). El rPRL de T. canis tiene una homología del 99% comparado con el receptor 

descrito en caninos (Chávez-Guitrón et al, 2016).  

 Por otro lado se ha descrito que los cisticercos de Taenia crassiceps presentan 

un receptor de estrógenos (Ibarra, 2011). La aplicación de estrógenos a ratones 

machos gonadectomizados aumenta la reproducción y la implantación de 

metacestodos de T. crassiceps (incrementa el número de gemas producidas), mientras 

que la aplicación de testosterona o dihidrotestosterona (DHT) reduce estas funciones. 

La presencia de estas últimas hormonas en Trichinella spiralis favorecen la 

implantación, afectando principalmente a machos (Klein, 2000). 

 

 En Plasmodium falciparum, por ejemplo, el tratamiento in vitro de merozoitos 

con cortisol aumenta el número y tamaño de gametocitos de este parásito; por otro 

lado, los merozoitos tratados con estradiol, progesterona y testosterona, incrementan 

considerablemente el número de gametocitos producidos in vitro, aumentando en los 

dos casos el crecimiento y la reproducción del parásito en este estadio (Maswoswe et 

al., 1985). Los trofozoítos in vitro de Entamoeba histolytica al ser expuestos 

constantemente al estradiol, progesterona y testosterona no se ve afectada ninguna 
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función del parásito; sin embargo, se incrementa la síntesis de ADN y la proliferación 

de los trofozoítos al ser tratados con cortisol (Escobedo y Morales, 2005). 

 FACTORES INMUNOENDOCRINOS 

Los efectos de las hormonas sexuales (prolactina, estrógenos y progesterona) durante 

mucho tiempo estuvieron en su mayoria relacionados a los efectos reproductivos como 

ciclo estral, gestación y lactancia, entre otros. Actualmente se sabe que estas 

hormonas tienen efectos directos en la respuesta inmune, modificando el tipo celular 

y/o los mediadores químicos de esta, lo que ha originado un nuevo sistema de 

interacción conocido como red inmunoendocrina, la cual modifica la respuesta inmune 

dependiendo de las concentraciones hormonales en el medio (Escobedo et al, 2001; 

Cervantes y Carrero; 2008).  

Se sabe que la progesterona modifica la inmunidad durante la gestación, al disminuir la 

actividad de linfocitos NK y macrófagos, así como factores transcripcionales 

proinflamatorios (Klein y Robinson, 2010). Se ha establecido que los linfocitos T y B, 

macrófagos, neutrófilos, células dendríticas y células NK expresan receptores para 

estrógenos; cuando estas células son expuestas a concentraciones de 17β estradiol, 

modifican la expresión de citocinas en estos. Por ejemplo, los LT CD4 polarizan la 

respuesta hacia TH1 cuando son expuestos a bajas concentraciones de estrógenos, 

sin embargo, cuando la concentración de estrógenos aumenta el tipo de respuesta se 

polariza hacia TH2. De igual manera los estrógenos promueven la proliferación de LT 

reguladores, así como la proliferación de LB auto reactivos y el aumento en la 

producción de inmunoglobulinas. En polimorfonucleares, disminuyen la producción de 
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óxido nítrico, la capacidad de quimiotaxis, y la secreción de citocinas proinflamatorias 

(Fish.; 2008). 

PROLACTINA 

La prolactina es la principal hormona asociada a la lactancia, esta es secretada 

por las células lactótropas de la adenohipófisis; guarda una estrecha relación con la 

hormona del crecimiento. La prolactina es una hormona peptídica compuesta de 199 aa 

y presenta tres enlaces disulfuro; los receptores de esta hormona (rPRL) son 

glicoproteínas monoméricas que atraviesan una sola vez la membrana plasmática y se 

ubican en diversos tejidos. El aumento de la concentración plasmática de la prolactina 

se cree es la responsable del aumento de rPRL durante la gestación y la lactancia 

(Baulieau, 1990; Neville et al, 2002). 

La principal función de la prolactina está asociada a la glándula mamaria, en 

dónde estimula la proliferación de células epiteliales, aumenta la síntesis de caseína, 

lactoalbúmina, ácidos grasos libres y lactosa. Se ha observado que los glucocorticoides 

(cortisona, cortisol y corticosterona) son esenciales para el funcionamiento adecuado 

de la glándula mamaria, además de potenciar los efectos de la prolactina al inducir 

mayor producción de leche y mayor permanencia del RNAm sintetizador de caseína y 

lactoalbúmina (Baulieau, 1990; Neville et al, 2002). 

Los niveles de prolactina en plasma durante la gestación se encuentran en bajas 

concentraciones (2 a 29 ng/mL), sin embargo, tres días antes del parto, los niveles 

plasmáticos de prolactina se elevan, alcanzando niveles que van de 100 a 640ng/mL. 

Los niveles de prolactina disminuyen durante los dos días siguientes al parto, pero al 
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cuarto día vuelve a subir la concentración plasmática, alcanzado los niveles antes 

mencionados durante todo el periodo lactacional. Los estrógenos, la oxitocina y los 

glucocorticoides son hormonas que estimulan la liberación de prolactina, por el 

contrario, la dopamina es el mediador químico encargado de la inhibición de esta 

hormona, aunque de igual forma, se ha encontrado que altos niveles de prolactina 

generan una retroalimentación negativa induciendo su autocontrol (Chamley et al, 

1973; Neville et al, 2002).  

 HORMONAS ESTEROIDEAS 

Las hormonas esteroideas son moléculas derivadas del colesterol, las cuales 

desempeñan diversas funciones vitales en el organismo. Estas se dividen en tres 

grandes grupos, glucocorticoides donde se encuentra el cortisol; mineralocorticoides 

donde se encuentra la aldosterona y los sexicorticoides en donde se encuentra la 

testosterona, el estradiol y la progesterona entre otras (Lehninger, 2004). 

 Los estrógenos es una familia de hormonas que caracterizan la madurez sexual 

de las hembras, dentro de estas se encuentra el estradiol, la estrona y el estriol, siendo 

el estradiol la que mayor potencia tiene en el organismo. Los estrógenos se 

caracterizan por tener 18 carbonos y provienen del metabolismo de la testosterona a 

través de la acción de la enzima aromatasa. Los estrógenos son sintetizados 

principalmente en ovarios, cuerpo luteo y placenta, aunque también son sintetizados en 

tejido adiposo, hígado, músculo y cerebro. Los estrógenos viajan por torrente 

sanguíneo acoplados principalmente a la albumina, aunque también pueden viajar 

unidos a globulinas de unión a esteroides y/o de forma libre (Barret et al., 2010).   
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  Los principales efectos inducidos por los estrógenos están determinados por la 

localización de sus receptores, teniendo los principales efectos en el tejido reproductor. 

Estos inducen el desarrollo de los folículos ováricos, el desarrollo del endometrio 

durante el ciclo estral, así como la contractilidad e irrigación uterina; de igual manera 

actúan sobre SNC modificando el comportamiento durante el ciclo estral, así como 

regulando la secreción de hormonas hipofisiarias. Los niveles séricos de estrógenos 

dependen en su totalidad del ciclo estral y la estacionalidad(Hafez, 2010; Lehninger, 

2014).  

 La progesterona es el precursor de la mayoría de hormonas esteroides (gluco, 

mineralo y sexicorticoides) sintetizadas en el organismo. Esta proviene del metabolismo 

del colesterol y se caracteriza por tener 21 carbonos dentro de su estructura, aunque la 

vida media de la hormona en plasma es muy reducida. Dicha hormona se produce en 

la mayoría de células en donde se sintetizan hormonas esteroides, aunque la principal 

producción y liberación se da en el cuerpo luteo de gestación (ovarios) y placenta 

(Botana, 2002). 

La principal función de la progesterona está directamente relacionada al útero, 

manteniendo la viabilidad del endometrio. Uno de sus principales efectos es la 

capacidad antiestrogénica que tiene, al disminuir la conversión de estradiol y aumentar 

la síntesis de estrona y estriol; de igual forma inhibe la expresión de receptores a 

estrógenos, por lo que la excitabilidad y susceptibilidad a oxitocina de las células 

endometriales disminuye. En SNC la progesterona regula la actividad hipotálamo-

hipofisiaria, inhibiendo la secreción de LH y FSH, retrasando la síntesis y secreción de 

estrógenos (Lehninger, 2014).     
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RECEPTOR DE PROLACTINA 

El receptor de prolactina (rPRL) es una proteína transmembranal presente en la 

mayoría de los mamíferos, este forma parte de los receptores de clase 1, compuestos 

por tres dominios diferentes; el extracelular (EC), el cual tiene contacto directo con la 

hormona, el transmembranal (TM), el cual permite el anclaje a la membrana y el 

intracelular (IC), que genera la señalización y media los efectos de la hormona en las 

células blanco (Krumenacker, 1998).  El rPRL (figura 3)  presenta una diversidad de 

variantes dependiendo de la complejidad presente en los dominios EC e IC, 

encontrándose en el humano una versión larga, una versión intermedia y dos versiones 

cortas; por el contrario, en los ovinos solo existe una versión larga, una versión corta y 

un receptor soluble (www.uniprot.org, Bignon et al, 1997).  

 

 

 

Figura 3. Representación esquemática del Rprl. Tomado de http://jeb.biologists.org/ 

http://www.uniprot.org/
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RECEPTOR DE ESTRÓGENOS 

El receptor de estrógenos (rE2) es una proteína localizada en diversos tejidos de 

mamíferos dentro de los que se encuentran tracto digestivo, genitourinario, tejido 

hematopoyético etc. Estos receptores (figura 4) forman parte de la familia de receptores 

esteroideos, mediando las acciones fisiológicas de los estrógenos en las distintas 

células blanco. Los receptores clásicos reportados presentan dos isotipos, los cuales 

son el receptor de estrógenos alfa (rE-α) y el receptor de estrógenos beta (rE-β). Estos 

receptores son codificados por genes diferentes, aunque ambos coexisten en diversos 

tipos celulares (Levin, 2001), siendo el rE-α el predominante en los tejidos. 

Los receptores de estrógenos se encuentran en el citoplasma acoplados a 

proteínas de choque térmico ya sea como homodimeros o heterodimeros. Estos 

presentan cinco dominios, de los cuales dos tienen la función de activación génica, el 

dominio AF-1 no requiere de la unión al estradiol para desempeñar su función 

reguladora mientras que el dominio AF-2 depende completamente de la interacción con 

estrógenos para realizar la activación. Una vez que se da la activación del receptor 

mediada por estrógenos, estos se translocan al núcleo regulando la activación génica 

de la célula blanco. Estos receptores tienen la capacidad de autorregular su expresión, 

dependiendo de la concentración de hormona (Gennari et al, 2004; Levin, 2001).   

Adicionalmente a los receptores clásicos, se han reportado receptores de 

membrana, los cuales inducen la activación de segundos mensajeros como IP3, 

fosfolipasa C, cAMP entre otros. Estos receptores membranales no tienen la capacidad 
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de activarse de manera independiente, por lo que su expresión requiere la interacción 

con E2.  

 

Figura 4: Representación esquemática del rE2. Tomado de http://caibco.ucv.ve 

RECEPTOR DE PROGESTERONA 

El receptor de progesterona (rP4) es una proteína localizada en diversos tejidos 

de mamíferos dentro de los que se encuentra tracto genitourinario (hembra y macho), 

cerebro, páncreas, hueso y glándula mamaria. Estos, pertenecen a la superfamilia de 

los receptores nucleares, encontrándose generalmente en citoplasma o núcleo unidos 

a. El rP4 (figura 5) presenta tres isoformas transcritas dentro del mismo gen, los cuales 

son PR-A, PR-B y PR-C. Las isoformas A y B están compuestas por 8 exones, 

mientras que la C solo se compone de 6 (Kowalik et al, 2013). El receptor B está 

compuesto por 933 aa, mientras que el A se compone de 769 (uniprot.org). En general 

los receptores A y B se componen de la región de unión a hormona (LBD), región de 

unión al DNA (DBD) y una región amino terminal compuesta de las fracciones AF-1 e 

ID, las cuales son responsables de la unión con factores transcripcionales; 

adicionalmente, el receptor B tiene la fracción AF-3 en la parte amino terminal. El 



 
 

22 
 

receptor C nada más presenta la región LBD, aunque puede interactuar con rP-A y B 

(Mote et al, 1999). 

Los receptores clásicos se encuentran de forma inactiva asociados a la 

membrana nuclear o libres en citoplasma, asociados a un complejo proteico formado 

por “Proteínas de Choque Térmico” HSP90, HSP70, p23 e inmunofilinas. Este complejo 

proteico favorece la unión con progesterona al dejar libre el dominio LBD; posterior a la 

unión ligando-receptor, el complejo de chaperonas se disocia permitiendo la 

translocación del receptor al núcleo. Dentro del núcleo el complejo hormona-receptor 

se une a dominios conocidos como HRE por sus siglas en inglés, los cuales están en 

regiones promotoras de genes específicos, induciendo y/o inhibiendo la activación 

génica. Este efecto trans regulador derivado de la activación clásica de receptores 

nucleares se considera de largo plazo, ya que tarda horas en inducirse (Kowalik et al, 

2013). 

 

 

Aparte de los receptores intracelulares clásicos, se han descrito variantes de 

receptores asociados a membrana plasmática, considerados de efecto rápido o no 

Figura 5: Representación esquemática del rP4. Tomado de http://jpp.krakow.p 
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genómico por la activación alterna que presentan. El anclaje de estos receptores se 

basa en la interacción con proteínas, las cuales le dan su carácter extracelular. Las 

proteínas descritas hasta el momento con esta capacidad son los componentes de 

membrana asociados al receptor de progesterona 1 y 2, proteína de anclaje serpin 

RNAm 1, adipoQ 7 y 8 y progestina entre otros (Intlekofer y Petersen, 2011).      

  ESTACIONALIDAD DE LA REPRODUCCIÓN Y LA HEMONCOSIS 

 Las ovejas son especies con actividad ovárica poliéstrica estacional, teniendo 

actividad reproductiva durante los meses con fotoperiodo corto (agosto a diciembre), 

siendo más marcada esta característica en latitudes alejadas al ecuador. La gestación 

dura aproximadamente cinco meses que ocurre durante las estaciones de otoño-

invierno, los partos suceden en primavera-verano; Blitz (1972) encontró que el mayor 

porcentaje de larvas en estado de hipobiosis se encuentra en los meses de noviembre 

hasta marzo, mientras que el porcentaje más elevado de adultos estaba en los meses 

de abril a junio (Blitz. 1972a, b; PROGAN 2013). 
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JUSTIFICACIÓN 

Estudios recientes han demostrado la importancia del sistema endocrino en la 

adquisición, desarrollo, establecimiento y susceptibilidad de infecciones parasitarias en 

el hospedero. De manera directa se relaciona la interacción del sistema inmunológico 

con el sistema endocrino, modificando el tipo de respuesta, permitiendo o impidiendo el 

desarrollo de las parasitosis; sin embargo, se ha demostrado que los parásitos también 

tienen la capacidad de responder a estímulos hormonales a través de moléculas 

semejantes a receptores hormonales, modificando su comportamiento fisiológico tanto 

in vitro como in vivo (Cervantes y Carrero; 2008). A través de cultivos in vitro se puede 

determinar el efecto que las hormonas ejercen sobre distintos parásitos, al estar 

expuestos de manera directa. De esta forma, es posible determinar si estas modifican 

su comportamiento y/o sus parámetros morfofisiológicos.  

H. contortus es un nematodo que presenta un fenómeno de aumento en la 

eliminación de huevos después del parto (alza posparto). Este fenómeno se ha 

relacionado indirectamente con los altos niveles de prolactina encontrados durante el 

periodo de lactancia, sin embargo, hasta este momento no hay evidencia del efecto 

directo de la prolactina ni de otras hormonas asociadas a la gestación (progesterona y 

estrógenos) sobre larvas de H. contortus.  Por lo anterior, en el presente trabajo se 

pretende demostrar la presencia/ausencia de receptores hormonales para estrógenos, 

progesterona y prolactina en L3 de H. contortus. Además, de demostrar in vitro el 

efecto de estas hormonas sobre algunos parámetros morfológicos y fisiológicos de las 

L3.  
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OBJETIVOS  

 

 

 

• Determinar los efectos in vitro de la prolactina, progesterona y estrógenos, sobre 

el crecimiento, motilidad y viabilidad de L3 de H. contortus.  

• Medir el efecto de la prolactina, progesterona y estrógenos sobre la muda L3/L4 

en larvas de H. contortus cultivadas en presencia de dichas hormonas. 

• Evaluar por citometría de flujo e inmunofluorescencia la presencia de receptores 

de estrógenos, progesterona y prolactina en células de larvas H. contortus.  

• Comparar la cantidad de células que presentan receptores de estrógenos, 

progesterona y prolactina en larvas H. contortus cultivadas en presencia y 

ausencia de las hormonas respectivas.  

• Amplificar por PCR los genes que codifican los receptores para estrógenos, 

progesterona y prolactina en H. contortus. 
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HIPÓTESIS 

 

 

 

 

 

 

 

Las larvas de H. contortus tienen receptores para estrógenos, progesterona y 

prolactina, los cuales, al ser estimulados in vitro con su respectiva hormona, generarán 

cambios en su fisiología. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

UBICACIÓN. 

El presente proyecto se desarrolló en el laboratorio de Inmunología y Biología 

Molecular de Parásitos ubicado en la Unidad de Investigación Multidisciplinaria de la 

Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán. Las pruebas de citometría de flujo se 

realizaron en el laboratorio del Dr. Jorge Morales Montor en el Instituto de 

Investigaciones Biomédicas de la UNAM. 

MATERIAL BIOLÓGICO 

Animales 

Para el mantenimiento de la cepa de H. contortus, se utilizaron corderos de tres 

a cinco meses de edad, con un peso aproximado de 10 kg, se alojaron en corrales de 

5x5 m2 y en condiciones libres de nematodos. La alimentación consistió en heno de 

alfalfa y alimento balanceado comercial para ovinos (14% de proteína) a razón de 4% 

de peso corporal por día. La alimentación cubrió los requerimientos nutricionales de los 

corderos, basandose en valores establecidos (Shimada, 2003). Se proporcionó agua ad 

libitum.  

CEPA DE H. contortus 

Se utilizaron larvas de una cepa monoespecífica de H. contortus, la cual fue 

aislada de un rebaño ubicado en Jilotepec, Edo. México. Esta cepa ha sido mantenida 
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a través de infestaciones sucesivas en corderos libres de otros nematodos 

gastroentéricos y criados bajo completa estabulación. Esta cepa ha sido utilizada en 

diversos trabajos de investigación (Valdez-Ramírez, 2004; Muñoz-Guzmán et al, 2006; 

Alba-Hurtado et al, 2010; Cuenca-Verde et al, 2011; Muñoz-Guzmán et al 2012).   

INFECCIÓN 

Para la obtención de larvas de H. contortus, se infestó un cordero con 5000 L3 

activas por vía oral. Previo a la infestación, el cordero se desparasitó, para eliminar la 

carga parasitaria existente y se realizaron exámenes coproparasitoscópicos para 

comprobar la ausencia total de helmintos gastroentéricos. A partir los 18 días post 

infestación se realizaron cada tercer día exámenes coproparasitoscópicos (McMaster) 

para cuantificar los huevos de H. contortus eliminados en heces del ovino. 

OBTENCIÓN DE LARVAS DE H. contortus 

Para la obtención de L3 de H. contortus se hizo cultivo larvario (Alba, 2007). 

Directamente del recto se tomaron heces del ovino infectado, las cuales fueron 

colocadas en cajas de Petri chicas, que posteriormente fueron colocadas en cajas de 

Petri grandes y en el espacio restante se agregó agua corriente, las cajas petri grandes 

se taparon y se incubaron a 26-28 °C. Se mantuvieron por siete días los cultivos y se 

colectaron las larvas por medio de la técnica de Baermann.    

Para obtener L3 sin cutícula, se tomaron 9.5 mL de L3 del concentrado de larvas 

obtenidas por la técnica de Baermann, se les agregó 500 μl de hipoclorito comercial 

(Cloralex), para tener larvas a una concentración final de 0.25%. Se centrifugaron a 600 
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g por cinco minutos; posterior al centrifugado se eliminó el sobrenadante, se realizaron 

tres lavados con agua destilada, aforando el sedimento final a 1mL. 

TRATAMIENTOS HORMONALES DE LARVAS 

El cultivo in vitro de las larvas de H. contortus se realizó modificando la técnica 

descrita por Kotze (2003). Las L3 desenvainadas se incubaron a 37°C por 3 horas en 

PBS (pH 7.4) con 10 μg/mL de anfotericina B, 200UI/mL de penicilina, 200 μg/mL de 

estreptomicina y 32 µg/mL de ceftriaxona. Pasado este tiempo las larvas se enjuagaron 

con PBS (pH 7.4) 3 veces y se utilizaron para los cultivos. 

Las larvas obtenidas se cultivaron en medio de cultivo RPMI-1640, buferado con 

10 mM de HEPES, adicionado con 0.4% de glucosa, 2 mM de glutamina, 200 UI/mL de 

penicilina estreptomicina, 10 µg/mL de anfotericina B y 32µg/mL de ceftriaxona. Por 

triplicado, se colocaron 2000 larvas por pozo en cajas de poliestireno de 24 pozos (2 

mL/pozo), estas se incubaron a 37ºC y 5% de CO2. A cada pozo se agregó cada tercer 

día una solución con hormona fresca disuelta en medio de cultivo, la estimulación 

hormonal duró 10 días. Las concentraciones de hormonas utilizadas fueron 

considerando las concentraciones fisiológicas en los ovinos. Las concentraciones de 

progesterona que se emplearon fueron de 1, 8, 16, 80 y 160 ng/mL (Sigma, No. 

catalogo P7556). Las concentraciones de 17β-estradiol fueron 7, 70, 140, 700 y 1400 

pg/mL (Sigma, No. Catálogo E4389). Las concentraciones de prolactina fueron 20, 80 

200 y 400 ng/mL (Sigma, No. catálogo L6520).   
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MEDICIÓN DE LARVAS   

Los días 0, 5 y 10 de cultivo, se obtuvieron 100 µl de medio con larvas de cada 

pozo y se mezclaron con 100 μl de lugol al 0.5% (Hycel) durante 20 minutos. 

Posteriormente, se midió la longitud de 30 larvas de cada pozo (90 larvas por 

concentración/día). Noventa larvas obtenidas el día cero se procesaron de la misma 

forma y se midieron. La medición del tamaño se realizó con un microscopio óptico 

Olimpus BX43, en objetivo de 10x, utilizando un software de procesamiento de 

imágenes (Image Premiere Plus). A la longitud de cada día experimental de medición le 

fue sustraída la longitud inicial correspondiente (día 0), el resultado de esta diferencia 

fue expresado como el aumento de tamaño de la larva en micrómetros. 

ANÁLISIS MORFOMÉTRICO 

 Los días 0, 5 y 10 de cultivo, se obtuvieron 100 µl de medio con larvas de cada 

pozo y se mezclaron con 100 μl de lugol al 0.5% (Hycel) durante 20 minutos. 

Posteriormente, se analizó la morfología de 30 larvas de cada pozo (90 larvas por 

concentración/día), con un microscopio óptico Olimpus BX43. La diferenciación entre 

estadios de L3 y L4 se realizó de acuerdo con los criterios de Sommerville (1966). Las 

L3 no presentaron desarrollo de la cavidad bucal, mientras que las L4 fueron aquellas 

que presentaron una cavidad bucal bien desarrollada.  

CITOMETRÍA DE FLUJO 

La citometría de flujo se realizó modificando la técnica descrita por Nava-Castro 

et al. (2011). Las células de H. contortus se obtuvieron al disgregar L3 con un 

micropistilo hasta no ver grumos. La suspensión obtenida, se centrifugó a 600 g por 
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cinco minutos, se decantaron y se agregaron 100 μl de paraformaldehido al 4% por 

quince minutos a 37°C para fijar las células disgregadas. Posteriormente, las células se 

permeabilizaron con metanol al 70% por 30 minutos a 4°C y después se enjuagaron 

con buffer de FACS centrifugando a 600 g durante cinco minutos. Las células obtenidas 

se incubaron con una dilución 1:50 de los anticuerpos de ratón anti-rPRL, anticuerpos 

de conejo anti-rP4, y anti-rEα (Santa Cruz, Biotechnology, USA) por quince minutos a 

4°C y se enjuagaron con buffer de FACS para eliminar el exceso de anticuerpo 

primario; después se incubaron con los anticuerpos secundarios (1:100) anti-IgG de 

ratón (eBioscience, USA) y anti-IgG de conejo (Molecular, Probes ®, USA) acoplados a 

Alexa 647, por quince minutos a 4°C. Como control de calibración se utilizaron células 

de útero de ratón tratadas de la misma manera que las células de H. contortus. Todas 

las muestras fueron analizadas utilizando un equipo FACS Calibur (BD, Biosciences, 

USA) y los datos fueron analizados con el software FlowJo®. 

INMUNOFLUORESCENCIA 

     La localización de rPRL, rP4 y rEα en las larvas fue determinada por 

inmunofluorescencia modificando el método descrito por Guerrero-Estevez y Moreno 

Mendoza (2012). Larvas recién obtenidas, fueron lavadas con PBS a pH 7.4 y se fijaron 

con paraformaldehido al 4%. Se mantuvieron durante toda la noche en una solución de 

sacarosa al 30% a 4 º C. Se lavaron con PBS, se mantuvieron en Tritón 100 al 1% por 

60 min a 4 º C y se bloquearon toda la noche con albumina al 1% en PBS a 4 ºC. Las 

larvas estimuladas con las diferentes hormonas fueron incubadas a 4 ºC con los 

anticuerpos primarios utilizados en la citometría de flujo a una concentración de 1:100. 

Posteriormente, se incubaron con los mismos anticuerpos secundarios utilizados en la 
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citometría de flujo a una concentración de 1:300. Como control negativo se utilizaron 

larvas incubadas solo en presencia del anticuerpo secundario utilizado a la misma 

dilución. 

     Finalmente, las larvas fueron colocadas en medio de montaje (DAKO) y examinadas 

en un microscopio con focal (Zeiss LSM5 Pascal), las imágenes fueron construidas 

usando el software Zeiss LSM Imagen Browser. 

DISEÑO DE INICIADORES 

Receptor de prolactina: se obtuvieron secuencias de RNAm disponibles en el GenBank 

de diferentes rumiantes: ovinos (No. de accesos Y10578, AF041977 y AF041257), 

caprinos (No. de accesos XM_013972806, XM_018065466, XM_013972804, 

KF850473 y NM_001285669) bovinos (No. de accesos NM_001039726, 

XM_019983031, XM_019983032, XM_005221575 y XM_005221577); se identificó la 

región de interacción con la hormona y se comparó con la secuencia nucleotídica, 

identificando el cromosoma en ovinos relacionado con la expresión génica del receptor 

de prolactina. Se identificaron los exones que componen al RNAm maduro y se diseñó 

un juego de iniciadores utilizando el programa Primer3 Input versión 0.4.0 (Rozen and 

Skaletsky, 2000). La secuencia de los iniciadores diseñados fue Fw 

AAGTTCCACATTCCAGAGG y Rv TCTCATTTTGTTTTGGGAAC; se comprobó la 

funcionalidad tanto para ADN genómico como para el RNAm.     

Receptor de progesterona: se obtuvieron secuencias de RNAm disponibles en el 

GenBank de diferentes rumiantes: ovinos (No. de accesos XM_015100878 y z66555.1), 

caprinos (No. de acceso XM_018059880), bovinos (No. de acceso NM_001205356), 
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rumiantes salvajes (No. de accesos XM_010848231, XM_012169082) y Schistosoma 

mansoni (No. de acceso XM_018794857). se identificó la región de interacción con la 

hormona y se comparó con la secuencia nucleotídica, identificando el cromosoma en 

ovinos relacionado con la expresión génica del receptor de progesterona. Se 

identificaron los exones que componen al RNAm maduro y se diseñó un juego de 

iniciadores utilizando el programa Primer3 Input versión 0.4.0 (Rozen y Skaletsky, 

2000). La secuencia de los iniciadores diseñados fue Fw GACGCAGTTCTCGCTCTA y 

Rv TTGAGATAGGGCTGGTAGAC; se comprobó la funcionalidad tanto para ADN 

genómico como para el RNAm.     

Componente 2 asociado al receptor de progesterona: se obtuvieron secuencias de 

RNAm disponibles en el GenBank de diferentes rumiantes: ovinos (No. de accesos 

XM_004017531 y XM_012126105), bovinos (No. de accesos NM_001099060, 

XM_019977549), rumiantes salvajes (No. de acceso XM_012126105.1) y Trichinella 

spiralis (No. de acceso XP_003375934.1). Se identificaron las secuencias nucleotidicas 

que componen al RNAm maduro y y se diseñó un juego de iniciadores utilizando el 

programa Primer3 Input versión 0.4.0 (Rozen y Skaletsky, 2000). La secuencia de los 

iniciadores diseñados fué Fw ACCAAGGATCACAATAAACAGG y Rv 

GAATGGATTTCAGGTGGATTTA; los exones que codifican al componente 2 asociado 

al receptor de progesterona son cortos por lo que solo son funcionales para RNAm. 

PCR-PUNTO FINAL  

Para la reacción de PCR se utilizaron 120 ng de ADN, polimerasa 2.5 U/µL, 200 

nM de mezcla de dNTPs, 1.5 nM de Mg y agua libre de nucleasas (Jacobs et al, 1997; 
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Borecka, et al, 2008). La concentración utilizada de los iniciadores fue de 250 nM por 

reacción. Las condiciones de amplificación utilizadas fueron, una desnaturalización 

inicial a 95°C/5min, 35 ciclos en donde cada ciclo tuvo una desnaturalización a 

95°C/30seg, alineamiento de 30seg (la tm varió dependiendo los iniciadores usados; 

para prolactina fue de 47.2 °C, para progesterona 48.3 °C y para estrógenos de 47.9 

°C) y el paso de extensión a 72°C/30 seg; por último una extensión final a 72°C/5 min. 

En cada prueba de PCR se utilizó un control negativo de la PCR y como control 

positivo de ADNg se usó útero de borrega. Los amplicones obtenidos de la PCR fueron 

separados en geles de agarosa al 2% por 30 minutos y teñidos con GELRED® (Biotium 

Labs), visualizados con un trans iluminador de UV y fotografiados para su estudio. El 

tamaño del amplicon se determinó comparándolo contra marcadores de referencia (100 

pb DNA Ladder, PROMEGA). 
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RESULTADOS 

TAMAÑO DE LA LARVA 

Las larvas de H. contortus recién obtenidas en promedio midieron 618±15 µm de 

longitud. En la figura 6 se presenta el aumento de tamaño (alargamiento) de larvas de 

H. contortus incubadas durante cinco días con diferentes concentraciones de 

progesterona. Las larvas del grupo testigo crecieron 67.5±4 µm. De igual manera las 

larvas incubadas con diferentes concentraciones de progesterona durante el mismo 

periodo aumentaron de tamaño. Las larvas estimuladas con 8 ng/mL de progesterona 

durante cinco días presentaron mayor alargamiento (p<0.07) que las larvas sin 

estimular (77.5±5 y 67.5±4 µm respectivamente).    

 

Figura 6. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 5 días de tratamiento con diferentes 

concentraciones de progesterona. * indica diferencia significativa (p<0.07) comparado con el grupo testigo.  
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En la figura 7 se presenta el alargamiento de larvas de H. contortus incubadas 

durante 10 días con diferentes concentraciones de progesterona. Las larvas del grupo 

incubadas sin hormonas (testigo) crecieron 110±5 µm. Las larvas incubadas con 8 

ng/mL de progesterona crecieron menos (p<0.05) que las larvas del grupo control 

(92±5 y 110±5 µm respectivamente). Las larvas estimuladas con 160 ng/mL de 

progesterona presentaron un mayor alargamiento (p<0.05) en comparación con las 

larvas de grupo testigo (134±6 y 110±5 µm respectivamente).  

 

 

Figura 7. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 10 días de incubación con diferentes 

concentraciones de progesterona. Se observa una disminución en el crecimiento en larvas tratadas con 8 ng/mL y un 

aumento en el crecimiento en larvas tratadas con 160 ng/mL (p<0.05). No se observaron diferencias significativas 

entre los otros grupos de larvas (p>0.05). 
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En la figura 8 se presenta el alargamiento de larvas de H. contortus a los cinco 

días de incubación con diferentes concentraciones de prolactina. Todas las larvas 

aumentaron de tamaño, las larvas del grupo testigo crecieron 67.5±4 µm y las larvas de 

los grupos incubados con la prolactina tuvieron un alargamiento promedio de 66.5±3. 

La concentración que generó un alargamiento mayor fue de 80 ng/mL, sin embargo, no 

se encontraron diferencias significativas (p>0.05) cuando se comparó con el grupo 

testigo (78±5 y 67.5±4 µm respectivamente).    

 

Figura 8. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 5 días de incubación con diferentes 

concentraciones de prolactina. No se observaron diferencias significativas (p>0.05).  
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En la figura 9 se presenta el alargamiento de larvas de H. contortus a los diez 

días de tratamiento con diferentes concentraciones de prolactina. Las larvas del grupo 

testigo crecieron 110±5 µm. Las larvas incubadas con 200 ng/mL de prolactina fueron 

las que tuvieron un alargamiento mayor (p<0.05) comparadas con el grupo testigo 

(126±4 y 110±5 µm respectivamente).  

 

 

 

Figura 9. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 10 días de incubación con diferentes 

concentraciones de prolactina. Se observa un aumento en el alargamiento (p<0.05) en larvas tratadas con 200 

ng/mL comparadas con el grupo testigo (*).  No se observaron diferencias significativas con los demás grupos 

(p>0.05). 
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En la figura 10 se presenta el alargamiento de larvas de H. contortus a los cinco 

días de incubación con diferentes concentraciones de estrógenos. Todas las larvas 

aumentaron de tamaño, las larvas del grupo testigo crecieron 67.5±4 µm. Las larvas 

estimuladas con 700 pg/mL tuvieron un alargamiento mayor (p<0.05) que las larvas del 

grupo testigo (86±5 y 67.5±4 µm, respectivamente).  

 

 

 

Figura 10. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 5 días de incubación con diferentes 

concentraciones de estrógenos. * Indica diferencias estadísticas (p<0.05).  
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En la figura 11 se presenta el alargamiento de larvas de H. contortus a los diez 

días de incubación con diferentes concentraciones de estrógenos. Todos los grupos 

aumentaron de tamaño, no se observaron diferencias estadísticas entre los grupos 

(p>0.05). 

 

 

 

Figura 11. Medía ± error estándar del alargamiento de las larvas después de 10 días de tratamiento con diferentes 

dosis de prolactina. No se observaron diferencias significativas (p>0.05).  
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MOVIMIENTO LARVARIO 

En la tabla 1 se presenta el movimiento larvario a los 0.5, 5 y 10 días de 

incubación con diferentes concentraciones de progesterona. El movimiento promedio 

de las larvas sin estimular en los tres periodos fue de 2.3±0.1. En los tres periodos las 

larvas incubadas a las concentraciones de 8, 16, y 160 ng/mL presentaron mayor 

movimiento que en su respectivo grupo de larvas incubadas sin hormonas (p<0.05).  

No se observaron diferencia (p>0.05) en la motilidad por concentración/día de 

estimulación.   

Tabla 1: Medía ± error estándar del movimiento de las larvas después de 0.5, 5 y 10 días de tratamiento con 

diferentes concentraciones de progesterona. Se observa aumento en la motilidad (p<0.05) de las larvas a partir de la 

concentración de 8 ng/mL en los tres periodos de observación. 

CONCENTRACION DIAS DE TRATAMIENTO 

 DIA 0.5 DIA 5 DIA 10 

0 ng/mL 2.3±0.10 2.2±0.10 2.3±0.10 

1 ng/mL 2.4±0.10 2.4±0.10* 2.3±0.10 

8 ng/mL 2.6±0.10* 2.6±0.11* 2.6±0.10* 

16 ng/mL 2.6±0.10* 2.4±0.10* 2.7±0.11* 

80 ng/mL 2.6±0.10* 2.4±0.11* 2.6±0.11* 

160 ng/mL 2.7±0.10* 2.6±0.10* 2.7±0.12* 
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En la tabla 2 se presenta el movimiento larvario a los 0.5, 5 y 10 días de incubación con 

diferentes concentraciones de prolactina. No se observaron diferencias significativas 

(p>0.05) en el movimiento larvario en ninguno de los grupos de larvas a ninguna 

concentración/día. 

Tabla 2: medía ± error estándar del movimiento de las larvas después de 0.5, 5 y 10 días de tratamiento con 

diferentes concentraciones de prolactina. No se observó diferencia significativa en el movimiento larvario entre 

tratamiento ni entre los tres periodos de observación (p>0.05). 

 

CONCENTRACION DIAS DE TRATAMIENTO 

 DIA 0.5 DIA 5 DIA 10 

0 ng/mL 2.3±0.10 2.2±0.10 2.3±0.10 

20 ng/mL 2.4±0.10 2.4±0.10* 2.1±0.10 

80 ng/mL 2.2±0.10 2.3±0.11 2.4±0.10 

200 ng/mL 2.1±0.10 2.3±0.10 2.3±0.11 

400 ng/mL 2.3±0.10 2.3±0.11 2.1±0.11 
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En la tabla 3 se presenta el movimiento larvario a los 0.5, 5 y 10 días de incubación con 

diferentes concentraciones de estrógenos. No se observaron diferencias significativas 

(p>0.05) en el movimiento larvario en ninguno de los grupos de larvas a ninguna 

concentración/día. 

 

TABLA 3: Medía ± error estándar del movimiento de las larvas después de 0.5, 5 y 10 días de tratamiento con 

diferentes concentraciones de estrógenos. No se observó diferencia significativa en el movimiento larvario entre 

tratamiento ni entre los tres periodos de observación (p>0.05). 

 

CONCENTRACION DIAS DE TRATAMIENTO 

 DIA 0 DIA 5 DIA 10 

0 pg/mL 2.3±0.10 2.2±0.10 2.3±0.10 

5 pg/mL 2.4±0.10 2.4±0.10 2.3±0.10 

70 pg/mL 2.2±0.10 2.4±0.11 2.3±0.10 

140 pg/mL 2.1±0.10 2.3±0.10 2.3±0.11 

700 pg/mL 2.3±0.10 2.3±0.11 2.1±0.11 

1400 pg/mL 2.2±0.10 2.4±0.10 2.2±0.12 
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MORFOLOGÍA DE PARTE ANTERIOR DE L3 Y L4  

En la figura 12 se presentan las características morfológicas de la parte anterior 

de la L3 y de la L4 de H. contortus. Las L3 recién obtenidas después de haber perdido 

la cutícula, presentan el extremo anterior en forma roma, sin desarrollo aparente de la 

cavidad oral (figura 12a); a partir de 5 días de cultivo, se puede observar que la L4 

presentan un desarrollo completo de la cavidad oral, en los extremos se observan dos 

protuberancias (mouthparts) que sobresalen y se observa una cápsula bucal en forma 

de cono invertido (figura 12b). 

 

Figura 12. Parte anterior de larvas de Haemonchus contortus. a) Parte anterior de L3. b) Parte anterior característico 

de L4. Flecha señala las protuberancias simétricas a lado de la cavidad oral. 

 

 



 
 

45 
 

RELACIÓN L3/L4  

Todas las larvas de H. contortus recién obtenidas, presentaron una morfología 

típica de L3. En la figura 13 se presenta la relación de L3/L4 después de 5 días de 

incubación con concentraciones de progesterona superiores a 1 ng/mL. El 52% de las 

larvas incubadas en ausencia de hormonas mudaron a L4. Las larvas incubadas con 

las diferentes concentraciones de progesterona (1, 8, 16, 80 y 160 ng/mL) presentaron 

un menor porcentaje de L4 que las larvas del grupo testigo (p<0.05). La inhibición de la 

muda se observó desde la concentración menor y no presento un patrón concentración 

dependiente, por lo que se realizó otro experimento con menores concentraciones de la 

hormona. 

 

Figura 13. Porcentaje de L3 y L4 de H. contortus después de 5 días de estimulación con diferentes concentraciones 

de progesterona. * muestra diferencia significativa (p<0.05).  
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En la figura 14 se presenta la relación L3/L4 después de 10 días de incubación 

con concentraciones de progesterona superiores a 1 ng/mL. El 65% de las larvas 

incubadas en ausencia de hormonas mudaron a L4, Las larvas tratadas con las 

diferentes concentraciones de progesterona (1, 8, 16, 80 y 160 ng/mL) mantuvieron un 

menor porcentaje de L4 que las larvas del grupo testigo (p<0.05) 

 

 

Figura 14: Porcentaje de L3 y L4 de H. contortus después de 10 días de estimulación con diferentes 

concentraciones de progesterona. * muestra diferencia significativa (p<0.05).  
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En la figura 15 se presenta la relación de L3/L4 después de 5 días de incubación 

con concentraciones de progesterona inferiores a 1 ng/mL. Se observa un aumento del 

porcentaje de L4 conforme disminuye la concentración de progesterona.   

 

 

 

 

Figura 15. Relación L3/L4 de H. contortus después de la incubación por 5 días de estimulación con concentraciones 

inferiores a 1 ng/mL de progesterona. * muestra diferencia significativa (p<0.05); ** muestra diferencia significativa 

(p<0.01).  
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En la figura 16 se presenta la relación de L3/L4 después de 5 días de incubación 

con diferentes concentraciones de prolactina. No se observaron diferencias estadísticas 

(p>0.05) en la proporción de L3/L4 entre ninguno de los grupos de larvas.  

 

 

 

Figura 16. Porcentaje de L3 y L4 de H. contortus después 5 días de estimulación con diferentes concentraciones de 

prolactina. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05). 
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En la figura 17 se presenta la relación de L3/L4 después de 10 días de 

incubación con diferentes concentraciones de prolactina. No se observaron diferencias 

estadísticas (p>0.05) en la proporción de L3/L4 entre ninguno de los grupos de larvas. 

 

 

 

 

Figura 17. Porcentaje de L3 y L4 de H. contortus después 10 días de estimulación con diferentes concentraciones 

de prolactina. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05).  
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En la figura 18 se presenta la relación de L3/L4 después de 5 días de incubación 

con diferentes concentraciones de estrógenos. No se observaron diferencias 

estadísticas (p>0.05) en la proporción de L3/L4 entre ninguno de los grupos de larvas. 

 

 

 

 

Figura 18. Porcentaje de L3 y L4 de H. contortus después 5 días de estimulación con diferentes concentraciones de 

prolactina. No se encontraron diferencias significativas (p>0.05).  
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CITOMETRÍA DE FLUJO 

 En la figura 19a se muestra el dot plot de las L3 de H. contortus recién 

obtenidas, en esta se puede observar que el mayor porcentaje de células se 

encuentran localizadas cerca del origen (85%), lo que indica que estas son pequeñas y 

de poca complejidad. Debido a que no se conocen poblaciones celulares específicas, 

se ocupó el total de eventos para realizar los análisis de fluorescencia. 

En las figuras 19b, 19c y 19d se presentan los histogramas representativos de: 

células de L3 H. contortus recién obtenidas, células de L3 incubadas por 5 días en 

ausencia de hormonas y células de L3 después de cinco días de incubación con 8 

ng/Ml de progesterona, respectivamente. Todas las células fueron incubadas con un 

anticuerpo dirigido al receptor de progesterona. La línea roja del histograma indica 

células sin teñir, la línea azul indica células incubadas con el anticuerpo secundario y la 

línea verde indica células incubadas con anticuerpo anti-receptor de progesterona. El 

promedio (n=4) de células positivas al receptor de progesterona en L3 recién obtenidas 

fue de 15%, el porcentaje de células obtenidas de L3 incubadas por 5 días en ausencia 

de hormonas se redujo significativamente al 3% (p<0.05), mientras que el porcentaje de 

células de L3 incubadas por cinco días con 8 ng/mL de progesterona fue de 12.5 (figura 

20a); no hubo diferencias estadísticas entre células positivas al rP4 de larvas recién 

obtenidas y células positivas al rP4 de larvas incubadas con hormona (p>0.05).  
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Figura 19. Histograma representativo de células de H. contortus obtenidas por citometría de flujo. a) Dot Plot de 

células de larvas de L3 recién obtenidas. b) Células positivas al receptor de progesterona en L3 recién obtenidas. c) 

Células positivas al receptor de progesterona en L3 después de cinco días de cultivo sin hormona. d) Células 

positivas al receptor de progesterona en L3 después de cinco días de cultivo con 8 ng/mL de progesterona.  
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En la figura 20b se presenta la Intensidad Media de Fluorescencia (IMF) en 

células positivas al receptor de progesterona en L3 recién obtenidas, L3 incubadas por 

cinco días en ausencia de hormonas y L3 cultivadas durante cinco días en presencia 

de 8 ng/mL de progesterona. Las células provenientes de L3 cultivadas en presencia 

de progesterona presentaron una mayor intensidad de fluorescencia, sin embargo, no 

fueron significativamente diferentes a las células obtenidas de los otros grupos de 

larvas (p>0.05).  

 

Figura 20. a) Medía ± error estándar del porcentaje de células positivas al receptor de progesterona en L3 de H. 

contortus recién obtenidas, L3 cultivadas 5 días en ausencia de progesterona y L3 cultivadas 5 días con 8 ng/mL de 

progesterona (* indica diferencia significativa, p<0.05). b)  Medía ± error estándar de la intensidad media de 

fluorescencia de células positivas al receptor de progesterona en L3 recién obtenidas, L3 cultivadas 5 días en 

ausencia de P4 y L3 cultivadas 5 días con 8 ng/mL progesterona. 
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En las figuras 21a, y 21b se presentan los histogramas representativos de 

células de L3 de H. contortus recién obtenidas incubadas con un anticuerpo dirigido al 

receptor de estrógenos α (a) y un anticuerpo dirigido al receptor de prolactina 

respectivamente. La línea roja del histograma indica células sin teñir, la línea azul 

indica células incubadas con el anticuerpo secundario y la línea verde indica células 

incubadas con anticuerpo anti-receptor de progesterona. El promedio (n=4) de células 

positivas al receptor de estrógenos α en L3 recién obtenidas fue de 10%, mientras que 

el promedio de células positivas al receptor de prolactina fue de 5%. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Histograma representativo de células de L3 de H. contortus obtenidas por citometría de flujo. a) Células 

positivas al receptor de estrógenos α en L3 recién obtenidas. b) Células positivas al receptor de prolactina en L3 

recién obtenidas. 

 

a 
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En la figura 22 se presenta el promedio de células positivas a los tres receptores 

hormonales en larvas recién obtenidas de H. contortus. En esta se observa que el 

receptor de progesterona se encontró en una mayor cantidad de células (p<0.05), 

comparado con el número de células que presentaron los otros dos receptores. 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 22. Células positivas al receptor de estrógenos α (rEα), receptor de progesterona (rP4) y receptor de 

prolactina (Rprl) en L3 recién obtenidas, * indica diferencia significativa (p<0.05).   

 

 

 

 

* 
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INMUNOLOCALIZACIÓN 

 En las figuras 23a, 23b y 23c se presenta la microscopia confocal de L3 de H. 

contortus incubadas con un anticuerpo secundario (control negativo), no se observó 

fluorescencia en el interior de las larvas.  

En la figura 23d, 23e y 23f se presenta la microscopia confocal de L3 de H. 

contortus incubadas con un anticuerpo anti-rP4. En la figura 23d se observa con el filtro 

de fluorescencia una larva, la figura 23e es la misma larva observada en campo claro y 

la figura 23f es una imagen sobrepuesta de las dos anteriores, lo que permite ver la 

localización de la fluorescencia en el interior. En esta figura, se aprecia una línea 

continua fluorescente color azul dentro de la larva, en donde se encuentra la luz del 

tubo digestivo, lo que indica la posible localización del rP4.  

En la figura 23g, 23h y 23i se presenta la microscopia confocal de L3 de H. 

contortus incubadas con un anticuerpo anti-rPRL. En la figura 23g se observa una larva 

con fluorescencia verde difusa, en la figura 23h se observa la misma larva en un campo 

claro y en la figura 23i se observa la sobreposición de las imágenes. La fluorescencia 

observada en esta figura indica que la posible localización del rPRL es en citoplasma 

de células intestinales de las larvas.  

En la figura 23j, 23k y 23l se presenta la microscopia confocal de L3 de H. 

contortus incubadas con un anticuerpo dirigido al receptor de estrógenos α. En la figura 

23j se observa una larva a con el filtro de fluorescencia, en la figura 23k se observa la 

misma larva con un campo claro y en la figura 23l se observa la sobreposición de 

imágenes. En esta figura no se encontró fluorescencia en las larvas analizadas.    
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 Figura 23. Microscopía confocal de larvas recién obtenidas. Paneles izquierdos larvas observadas en filtro de 

fluorescencia; paneles centrales larvas observadas en campo claro; paneles derechos colocación de imágenes. 

Figuras 23a, 23b, 23c, control negativo; figuras 23d, 23e, 23f, inmunolocalización de rP4. figura 23g, 23h, 23i, 

inmunolocalización de rPRL y figura 23j, 23k, 23l, inmunolocalización de rE2.  
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PCR  

 En la tabla 4 se muestran las secuencias de oligonucleótidos utilizadas para la 

amplificación de los genes para rPRL, rEα y rP4 en L3 de H. contortus.  

GEN INICIADORES Fw 5´- 3´ INICIADORES Rv5´- 3´ 

rPRL CAT-TTA-ACA-CTC-CCA-AGA-GC  CAT-TTA-ACA-CTC-CCA-AGA-GC  

rEα GCA-TTG-AGC-CTC-TCT-ACA-TC ACA-CCA-TAG-TGG-TAG-CCA-GA 

rP4 AAA-ACT-GTA-AGC-AGC-CAG-TGC-AT CGC-TGT-TCT-CTT-TCT-GTT-TT 

 

En la figura 24 se muestran fragmentos de ADN amplificados por PCR con 

iniciadores que hibridan en el gen de rEα. Con el ADN de H. contortus se amplificó una 

banda cercana a 500 pb, tamaño superior al esperado que era de 350 pb (ADN útero). 

 

Figura 24: : Gel de agarosa que muestra productos de amplificación de la PCR de un fragmento del gen 

que codifica para el receptor de estrógenos α separados por electroforesis; carril 1: PB, carril 4 y 6: DNA 

H. contortus, carril 3 y 5: ADN de útero de borrega. 
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En la figura 25 se muestran fragmentos de ADN amplificados por PCR utilizando 

iniciadores que hibridan en el gen del componente 2 asociado al receptor membranal 

de rP4. El producto de amplificación obtenido fue de aproximadamente 450 pb tanto en 

el ADN derivado de H. contortus como en el ADN control de útero de borrega.  

 

 

 

 

Figura 25. Gel de agarosa que muestra productos de amplificación de la PCR de un fragmento del gen 

que codifica para el componente de membrana 2 del receptor de progesterona separados por 

electroforesis. Carril 1 MPB, carril 3 y 5 ADN de H. contortus y carril 7 y 8 ADN de útero de 

borrega.  
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En la figura 26 se muestran fragmentos de ADN amplificados por PCR utilizando 

iniciadores que hibridan en el gen de rPRL. El producto de amplificación obtenido fue 

de aproximadamente 470 pb tanto en el ADN derivado de H. contortus como en el ADN 

control de útero de borrega. 

 

 

 

 

Figura 26: Gel de agarosa que muestra productos de amplificación de la PCR de un fragmento del gen 

que codifica para el receptor de prolactina separados por electroforesis. Carril 1 MPB, carril 3 y 4 ADN de H. 

contortus y carril 5 ADNA de útero de borrega.  
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DISCUSIÓN 

La presencia de moléculas semejantes a receptores hormonales del hospedador 

ha sido descrito desde protozoarios hasta nematodos parásitos, en los cuales se han 

reportado diversos efectos al ser estimulados con la hormona en cuestión (Romano, et 

al, 2003; Freebern et al, 1999; Wu y LoVerde, 2011). Se ha sugerido que las hormonas 

de la gestación en ovinos afectan el desarrollo de H. contortus; incluso, por inferencia 

se ha relacionado la prolactina con el fenómeno de alza postparto (Alba, 1983; 

Brunsdon, 1967; Blitz y Gibbs II, 1972; Fleming, 1989; Gibbs y Barger, 1986), sin 

embargo, no existe evidencia molecular de esta relación. En el presente estudio se 

demostró la presencia de posibles receptores de prolactina y progesterona en larvas de 

H. contortus y que la adición de estas hormonas a cultivos afecta la fisiología y 

comportamientos larvarios.  

Una forma directa de observar el efecto de las hormonas sobre algún parásito es 

agregar la hormona a un cultivo y observar su efecto sobre los parásitos en el mismo. 

Nosotros observamos, que el cultivo de las larvas de H. contortus en medios de cultivo 

(RPMI-1640) favorecio el crecimiento, independientemente de la presencia de 

hormonas en el medio. Las larvas que se cultivaron en presencia de 1, 8 y 160 ng/mL 

de progesterona durante 5 días fueron más grandes (p<0.07) que las larvas cultivadas 

sin la hormona. Después de 10 días de incubación con progesterona se observó que 

las estimuladas con 8 ng/mL crecieron menos en comparación con las del grupo 

testigo, mientras que las estimuladas con 160 ng/mL crecieron más. Lo anterior 

muestra que la progesterona acelera el crecimiento de las larvas los primeros días de 
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la incubación y posteriormente dependiendo de la concentración, disminuye o aumenta 

su alargamiento. Con lo que se demuestra que las larvas de H. contortus son capaces 

de reconocer la hormona y responder modulando su crecimiento.  

La prolactina ha sido la principal hormona que indirectamente se ha asociado al 

fenómeno de alza postparto de H. contortus, infiriendo que esta puede tener efectos 

directos sobre la reactivación de las larvas o en el aumento de la fertilidad de hembras 

en el abomaso (Blitz y Gibbs II, 1972; Quiroz, 1984; Rimbaud et al, 2005). Nuestros 

resultados demostraron que la estimulación in vitro con prolactina ovina no produjo 

cambios en la longitud de las larvas comparadas con el grupo control, al menos durante 

los periodos de tiempo evaluadas. Chavez-Guitron et al. (2016) reportaron que la 

prolactina in vitro sobre larvas de Toxocara canis estimulaba el crecimiento de estas en 

periodos de exposición mayores a 10 días, por lo que probablemente aumentando los 

tiempos de estimulación de H. contortus pueda verse el efecto in vitro, sin embargo, la 

gran dificultad de mantener larvas H. contortus viables y libres de contaminación 

bacteriana no permitieron realizar estas evaluaciones.  Además, el no haber observado 

un aumento de tamaño, no indica que no puedieran haberse presentado cambios 

fisiológicos o moleculares en las larvas estimuladas.  

Los estrógenos son hormonas esteroideas muy potentes, siendo necesarias 

concentraciones muy bajas para inducir sus efectos. Ibarra et al (2011) encontraron 

que la estimulación in vitro de Taenia crassiceps con estrógenos inducía un aumento 

en la producción de gemas; sin embargo, la estimulación de larvas de H. contortus con 

estrógenos no arrojo resultados significativos en la diferencia de tamaño respecto del 

grupo control. La ausencia de respuesta de las larvas al estímulo estrogénico in vitro, 
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probablemente indica que las larvas de H. contortus no tienen la capacidad de 

reconocer a los estrógenos de su hospedador.   

Se ha observado que la incubación de L3 en medio RPMI induce el desarrollo 

larvario y la muda al siguiente estadio (L4), a partir del 5° día ya es posible observar un 

gran porcentaje de L4 en los cultivos (Rothwell y Sangster, 1993; Kotze, 2003). 

Nosotros encontramos que al estimular las L3 con las diferentes hormonas, el 

desarrollo de las larvas cultivadas en presencia de prolactina y estrógenos era similar a 

las larvas de los grupos incubados sin hormonas (testigo). Sin embargo, las larvas 

incubadas con progesterona por 5 días, inhibio el desarrollo a L4, nosotros 

encontramos una disminución en la proporción de L4 en los cultivos. El efecto inhibidor 

en la evolución larvaria se mantuvo durante los 10 días de tratamiento hormonal 

(p<0.05). El efecto inhibidor inducido por la progesterona en helmintos ya había sido 

descrito por Hernández-Bello et al en un estudio realizado en 2011, donde observó que 

los tratamientos con progesterona disminuían el proceso de muda en un 50% en 

Trichinella spiralis. El impacto del efecto inhibidor de progesterona en el desarrollo de 

larvas de H. contortus in vitro en la relación huésped-parásito es polémico. Sin 

embargo, se podría hipotetizar que la progesterona facilita la entrada de larvas de H. 

contortus en un estado de hipobiosis durante la gestación y que la disminución de esta 

hormona durante la parte final del parto contribuye a la reactivación larvaria. Se 

requieren estudios posteriores más profundos para determinar si estas observaciones 

in vitro tienen una repercusión en la relación huésped-parásito in vivo.      

El movimiento larvario es una característica intrínseca de las fases larvarias de 

nematodos, por lo que es otra forma de evaluar los efectos directos de un compuesto in 
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vitro, por ejemplo, se ha utilizado para evaluar in vitro el efecto de fármacos sobre 

helmintos o el efecto de hormonas (Kiuchi et al, 1987; Satou et al., 2002; Zaridah et al., 

2001). Nuestros resultados demostraron que la incubación de larvas con prolactina y 

estrógenos no modifica su actividad, sin embargo, la progesterona aumenta el 

movimiento larvario de manera dosis dependiente. Efectos similares producidos por 

prolactina y progesterona en larvas de Toxocara canis han sido reportados por nuestro 

grupo (Chavez-Guitron, 2016). Igual que en la observación anterior, la implicación de 

este fenómeno sobre la biología del parásito solo puede ser hipotetizada. El 

movimiento larvario, permite a las larvas entrar a las glándulas abomasales, un mayor 

aumento de la motilidad le daría ventajas en la implantación en el abomaso. Los que sí 

es claro, es que las larvas reconocen a la progesterona y que esta modifica su 

comportamiento.     

La citometría de flujo ha sido empleada para la caracterización de células con 

base en su tamaño y complejidad, además de utilizarse para la identificación de 

proteínas especificas presentes en estas células (Helin, et al, 1989; De-Rosa et al, 

2001; Skliris, et al, 2002). Nuestros resultados mostraron que las células provenientes 

de L3 de H. contortus en su gran mayoría se encontraban cerca del origen, lo que 

indica que son células de poca complejidad y de poco tamaño. Estos patrones en la 

distribución celular concuerdan con los reportados en otros helmintos como: Trichinella 

spiralis (Nava-Castro et al., 2011), Taenia crassiceps (Ibarra-Coronado et al, 2011) y 

Toxocara canis (Chávez-Guitron et al, 2016). Nuestros resultados demuestran que las 

células de H. contortus son similares a las de otros helmintos. Debido a que no existen 
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poblaciones celulares definidas en larvas de H. contortus, se utilizan todas las células 

contabilizadas para los estudios de citometría de flujo.  

Una de las formas para determinar si una célula es afectada por una hormona, 

es identificar la presencia de un receptor o una proteína tipo receptor para dicha 

hormona en la célula estudiada (Olszewski, et al, 1981; Benten, et al, 2002; De León-

Nava, et al, 2009). En este estudio, analizando las células de L3 por citometría de flujo 

se encontró que el 15% del total de células fueron positivas al rP4, el 5% fueron 

positivas al rPRL y el 10% al rE2α. La identificación de receptores para estas hormonas 

han sido reportados en algunos parásitos como: Taenia solium que presenta un rP4 

tipo B (Escobedo et al. 2004), Toxoplasma gondii presenta un rPRL (Dzitko et al, 2013), 

Toxocara canis presenta rPRL y rP4 (Chávez-Guitron, 2016; Chávez-Guitron et al, 

2016) y Taenia crassipceps con un rE2α (Ibarra-Coronado et al., 2011). La presencia 

de posibles receptores hormonales sugiere que las larvas son capaces de reconocer 

estas hormonas a través de receptores y de utilizarlas en su beneficio.  

Las hormonas tienen la capacidad de autorregular su función a través de la 

modificación de la expresión de sus receptores en las células blanco (Burnstein, et al, 

1991; Nixon, et al, 2002; Marlatt, et al, 2008). Los resultados de este trabajo muestran 

que inicialmente las larvas presentan un 15% de células con rP4, si se cultivan en 

ausencia de hormonas, la expresión disminuye por lo que el número de células 

positivas disminuye, pero si se incuban con progesterona, la expresión se mantiene y el 

número de células positivas a rP4 se mantiene. Estos resultados muestran que la 

progesterona regula el número de células positivas al rP4 y que, por lo tanto, estos 
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receptores son específicos de progesterona y que los efectos observados son 

probablemente el resultado de la activación de estos receptores. 

Los efectos generados por las hormonas en los mamíferos se asocian al tipo de 

células blanco en los diferentes tejidos. En este estudio se demostró que las células 

que tienen el receptor para progesterona se localizan en la luz del tubo digestivo, así 

como en el extremo anterior de la L3, mientras que el posible receptor para prolactina 

se encuentra en el citoplasma de las células intestinales de la larva.  Se sabe que el 

proceso inicial en la evolución de las fases larvarias es la pérdida de la cutícula, la cual 

se fragmenta en el extremo anterior formando un anillo y después un espacio por el 

cual la larva migrará y se deshará de la cutícula (Gamble et al., 1989). El efecto 

inhibidor del desarrollo podría asociarse a la localización en el extremo anterior, así 

como en el tubo digestivo, modulando las funciones celulares de estas. El papel de los 

rPRL en células intestinales de la larva no se conoce, pero podría estar relacionado a la 

reactivación de larvas durante el alza-posparto como ya se ha propuesto.   

 Estudios realizados por Yan et al. (2014) demostraron que las larvas de H. 

contortus presentan moléculas específicas de arresto larvario (Hc-FAUA y Hc.-FAUB) 

en células intestinales; si bien nuestros resultados no se enfocaron en el arresto 

larvario y sus marcadores, el efecto inhibitorio en la evolución inducido por 

progesterona y la localización de su receptor en tracto digestivo, hace pensar en la 

importancia de estas células y la posible interacción de la progesterona y las proteínas 

del arresto larvario. 
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 Aparte de la estimulación con su respectiva hormona, es necesario conocer si 

los posibles receptores expresados en las larvas tienen semejanzas genéticas respecto 

de su hospedero. A través de la PCR logramos identificar un amplicón que 

correspondía al tamaño del ADN control, los iniciadores empleados estaban diseñados 

para identificar el componente membranal 2 del receptor de progesterona, lo que 

posiblemente indica que es la variante de receptor que se encuentra en H. contortus. 

Este componente ha sido reportado en nematodos como C. elegans (Runko, 2004), 

metacestodos de Taenia solium (Aguilar-Dìaz et al, 2006) y Trichinella spiralis (Colín-

Oviedo, 2014), en donde se plantea que permitiría a los nematodos responder en 

menos tiempo a los efectos de la progesterona. Nuestros resultados muestran que es 

posible amplificar en las larvas de H. contortus fragmentos genicos utilizando 

iniciadores diseñados para hibridarse en el gen del componente 2 del rP4 y el gen del 

rPRL. Los amplicones generados con el uso de estos iniciadores fueron del mismo 

tamaño en ambas muestras de ADNg de células del útero borrega y ADNg del L3, lo 

que apoya la especificidad de los mismos, sin embargo, para confirmarlo se requiere 

secuenciar y comparar dichos amplicones. 

 La presencia de receptores hormonales similares a los de su hospedador y la 

utilización de las hormonas del hospedador en su beneficio, es sin duda una expresión 

de la adaptación al parasitismo que presentan algunos organismos. En este trabajo 

encontramos evidencias claras de que la progesterona y la prolactina tienen un efecto 

directo sobre la fisiología y comportamiento de las larvas de H. contortus y aunque no 

es totalmente claro qué ventajas obtendría el parásito, si es claro que las larvas no son 

indiferentes a la presencia de hormonas de su hospedador. Por otro lado, hay que 
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considerar el efecto indirecto de las hormonas sobre los parásitos, puesto que 

modifican la respuesta inmune del hospedador y con esto el microhábitat donde vive el 

parásito. Por ejemplo, la progesterona tiene un efecto antiinflamatorio en el 

hospedador, aumenta la producción de IL-10 e inhibe las citocinas proinflamatorias IL-

2, IL-6, IL-12 y TNF-α (Cheng y Sharma, 2015; Thaxton y Sharma, 2010), cambiando 

una respuesta tipo Th1 a una tipo Th2 (Szekeres-Bartho y Wegmann, 1996; Szekeres-

Bartho et al., 1997; Srivastava et al., 2007).  

En conclusión, nuestros resultados demuestran que las células de las L3 de H. 

contortus presentan moléculas tipo rP4 y rPRL y que, si consideramos que las larvas 

responden a la prolactina y a la progesterona, entonces es probable que lo hagan a 

través de estos receptores. Futuros trabajos en donde se evalúe la activación de 

células de las larvas de H. contortus con estas hormonas y las cascadas de activación 

celular confirmarían o rechazarán esta hipótesis.     
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CONCLUSIONES 

• Las larvas 3 de Haemonchus contortus tienen células que tienen receptores para 

estrógenos, progesterona y prolactina. 

• Los receptores para progesterona se localizan en las células de la luz del tubo 

digestivo de larvas 3 de Haemonchus contortus. 

• La estimulación in vitro con progesterona a una concentración de 8 ng induce 

aumento de tamaño, así como la inhibición en la evolución larvaria. 

• La estimulación por 5 días con progesterona in vitro mantiene la expresión de 

células positivas a los receptores de progesterona.   

• Las larvas en medio RPMI sin estimulación con progesterona, pierden la 

expresión de los receptores para progesterona. 

• Los receptores de prolactina se localizan en el citoplasma de las células 

intestinales de larvas 3 de Haemonchus contortus. 

• En las larvas 3 de H. contortus se logro un producto de amplificación positivo a 

un fragmento del gen que codifica al receptor de prolactina y al componente 2 

asociado al receptor de progesterona en mamíferos. 
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I'rog<s''''''''' 
fu~m 
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MoltinK 

J. In tM lld io n 

A BS TR A CT 

We evalualM me dire<:t offecu d pros.,;!erane ... me morphology. maturalian and behavior of Honnont:hIu 
cmb>rtUS larv3e in "'In>. TIte p~nO! and Ioca,i ... d p""'ible prog""".rone ~plDrs in Ih .. e Iarvae w .... e abo 
determine<!. TIte addition d 8 ngtmlof pro~er""" 'o larval "ulrures oyer 10 days redu"ftllarval enl.argemenl, 

.. iti'" me additi ... d 160 ngtml.. of ,'''' hormo ... in=asftl "'" enLargement. Up ID ~ and 65'"' of ,he H. 
cmlllrtUS larvae moltfil from third-stage Iarvae (13) 10 founh ... tage Iarvae ( lA) when cultur,,", in RPM H 640 
media withou, horman .. for S and 10 days, "",pectively. TIte additi ... of dilf~renr. progest~ro ... roro:",,'rations 

(1, 8. 16, 80 and 160 ngtml..) 10 me larval culrur ... significandy inhibitfil tM mollinS proc:es< wilhin Ihe sam~ 
period .. 1M addition of 8 ngtml.. or higher progesteroM ronO!nr.ralio ... 10 Ihe culrures significandy increB9M 
larval motility (p < O.as) rompar,,", wim unstirnula ..... la""",. fIow cytome try sho-....d "'" exprman d 
progestero ... receplD'" (P4-R) in IS,",of th .. cel.l< from Mwly oolat,,", H. Cottrnrrus Iarv"",. When ,'''' Iarvaew .. ", 
rulrur...! far 5 days in tM presftlce d Ihe horm ....... ,he percentage d P. ·R+ ce ll< remaine<! "'" sa"",. In co ... 

Iras!, unstirnulated la""", sh ..... ,,", a significan' r,,",ucti ... in tM nurnt>o.r d P ._R + cell<. UsinS confocal micro
oroI'Y, a sr .... ,e, concentralian 01 P . · Rs was irnmunolocalM in "'" anr. .. rio, ponian of me a1irnentary tcact d th~ 

1""""" suggesting Ihat "'" cell< in this resion are targel:ed hy tn.. hormone. 1M results d tM p""",nt study .¡"w 

mal H. contorrus Iarvae have p""'ib'" P. · Rs and ~ lo mis hormane by inhíbilinS Iheir mal'ing pJ"OO!:l'l, 
me ",hy <uggesting Ihe panicipalian 01 pro~er""" in "'" larval arre" phenomenon. 

lbe effect o f various nost hormones has been demonstrated in vitro 

on me gene tic and mdaboJic activity of certain parasitic he1núnms. l1le 
treatment of Taema CTfUSiceps met.aceslodes with 1 7-~-estradioJ in· 
creases meir reproductive cap<lcity (the number of bods), whi1e treat· 
ment with leStCISlerone decreases il (Escobedo el al, 2004). In a pre· 
vious stod)', we demonstraled tha l Toxorora conis larvae have prolaclin 
receplors and thal tlle in vilTO addi tion of prolaetín acce1erates meir 
growm and modi fi es the ir activily (Otávez-Guitr6n d aJ., 2016). 

sorne parasilic infections Ls inOuenced by the sexual hormones of me 
hOSL For example, the susceptibi li ty of maJe miee 10 infections by 
P/(I5l1todiwn berghei, Tr)pOltQlomo ef\.l2i and Strong:¡Wides V6te2utleruis is 
suppressed when estrogenic compounds. such as estradiol. are ad
minislered. (de Souza el al., 200 1; Rivero el al, 2002; Libonati et al, 
2006, 

The progeslerone Ls able 10 stimulale reproduction of Totmo CtuS
liapS in vilro, b), a probable IlOn·classk progeslerone receptor 
(Escobedo el al, 2004). Progeslerone lrea tment increased Toemo etuS 

siups metacestodes Ioads 2-foJd in femaJes and 3·fokl in males, com
pared with me. r respective COIllrols (VargM·Villavicendo el al, 20(6). 
Conversel)', progeslerone proleclS miee from infections by Triehfnella 

Simila rly, several sludies pre5ent evidence of hormone effects on 
certain parasites within the host. More specificalt)', the susceptibility of 

• Qo~pondin, aulhor -': Dq>artarnmto de Ciencias Biol6¡icas, F.cultad de EllUdiOl Supni ...... Cuautidán, Univasidad Nacional AUlÓnana do: Mhico, Mwco. 
E· .... iI add"..., fean.@hoanailcam (f.A1ba.Uunodo). 

h I!JI:! / dx.<bi.or¡fl O. 1 O 161. w..rpar.20 11 . 1 Q. O 11 
R~"¡~ 21 Jurw. :aH1; R~"¡~ in ....,;,.,.¡ form 12 Onob..r 2017; """,,op'...! 19 0n0bH :a'l17 
03Q4-4(]17I e 2011 a-Mt B.V. AU rlghlS ~rved. 
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spirofu larvae (N~a et a l., 2005) and hamsters from infec1Íons by 
Totruo Jolium metacestodes (Escobedo el al. , 2011 ). I'urthermore, pro
gesterone·derived DIII'.A protects mice from infections by TotrtW. cros
sicff'$ metacestodes (Vargas·Villavicencio et al , 2006). Hemt.nde:r.· 
Bdkl et al (2011 ) showed thal progeslerone inhibits in vilTo molting of 

Trichindlo ilpúuli.l . whiJe leslOSterone does mM have any effect. 
Stage thTee/foor (13M) Haunonchus COnlorlUS laIVae can lem· 

porarily and revenibly stop their developmeru aOO remain arrested 
(hypobiosis) in lhe abomi!lSlll wall of sheep. NO!: all lalVae enle.- hYJ">G" 
biosis; facton lhal have been demonstraled 10 favor il are advl'fie di 
matic rondi lions.!he immunological stale of!he hoSI and lhe nemalode 
Slrain (Blib: an;l Gi bbs, 19na. 1972b). Nevenhele5S, Ihe éfecu d hoSI 
hormones on arres led 11. ron/ortus larvae have nOl been considered.. lbe 
reactivation o f hypobiOlic larvae 10 rontinue Ihei r developmenl has 
been a.s5OCiated wi!h d imaoc ronditioru and Ihe redu~ irnmune r~ 
sponse !hat octun close 10 panurition. 

Increa.sed ~hedding of 11. conronus eggs has been observed [Jl !he 
f«es of cwes Jtarting 4 weeks prior 10 panurition and ~aking al f>...8 
weeks afte.- parturition ( ~riparturienl rise). This phenomeoon has been 
associa led w,th the malurDlion of arresled LaIV3e and Ibe increased 
fecundily of a~ ult worms in me abomasum. Honnonal changes, such as 
lbe decrease in proge5terone leve ls aOO lhe increase in serum proloclin 
leve ls, are among the mOSI imporlanl physiological evenlS mal oocur 
simult.aneously wim 11lIVal reaclÍvalÍon (Rhaman and Collins, 1992). 
Several studid have associaloo high serum prol1lctin levels .,..im a 

greater sheddlng or eggs In reces (PlemiÍlg and ConTad, f9fi§, Fiernfng, 
1993; Chartier el al , 1998). However, Ih .. roloe of Pros~tteron .. in thi~ 
phenomenon has nOl been sludied. The aim of the prese"LI srudy was 10 
evaluate the direct effeclS of progeslerone on !he morphoklgy, ma· 
turntion an;l behavior of ti. conlOltw lalVae in vUro. Ttr presence aOO 
location of possible progeslerone m:tptors in !hese larvae were also 
derermined. 

2. 1\1alerials and Plclhods 

2.1. ~oflf.roruorlUS~ 

A strain of 11. roruortus !hal WIIS isoIa led. characteriUld and used in 
previous sl ..:I ie~. havilli a prepillenl period al 1S-20day~ and high 
virultnce. was used in !he preseDl 51..:1y (Vakla-Ramírez, 2004; 
Cuenea-Verde ti al ., 2011; Muñaz·Guzmán el al , 201 2; Buendia
Jiml! ne:r.tt ti al ., 201 5). This slrain has been mainlained by sucressive 
inftctions of susceptible l1lmbs. an;l me virulence. ferti li ty and mor· 
phology of lhe strain have been ~riodicall y veri fial. H. ron1Drtus L3 
were obt.ained by the cu lture off«es from a donor lamb (A1ba·Hurtado. 
2(07). The lnte rnll Comminee for lhe Clre of Experimental Animals of 
lhe Poslgl"1ldua te Program of Animul Producoon aOO Health (UNAM, 
Mexico) approval this 5tOOy. 

l...;llVae obtair>!d from fecal cultures were washal with distilled 
water and placed in a Baennwln apparalus 10 recaver live aOO active 
specimeno¡. The latter were incubmed in a S% sodium hypochlorite 
solution, centrifuged for 5 min m 700g, washed !hree times wi!h ax· 
enisation fluid (140 mM NaCl. 5 mM Ka. 20 mM Nl¡,HPO ... 5 mM 

NaH2PO~' amphotericin 10 mglml.. penicillin 200 U1/ nL, streptomycin 
200 mglml and ceftriaxon .. 32 mglml). aOO placed again in !he 
Baermann apparatus ( Kotu, 2(03). The exsllea!hed larvae !ha!. were 
recovered were incubated with annisation fluid for 3 h. Afte.- !he 
larvae were washed with axenisation fluid, !heir viability aOO absence 
of cuticJe WllS verified. and they Wfre counted for funhe.- use in !he 
RPMI-I640 cultules. 

2.2. FfftCl of p~.surolH' on /anoall/"oOlplldofy, motility, viriJiJiJy and 
maturnrion 

Approximaldy SOO exshea!hed larvW well were iocubaled in tri 
plicalc in cdl cullure plmes (NlULdon Delta SI Multid ish 24 weUs, 

V<1rrloary ~ 248 (2OllJ .f8...)3 

lI. 5d ays 
,~ 

", ,., 
~ 

~ 

E '" 
r+ ¡- -+-

-+- r -+-

-= " e • • E • , .. 
~ 

'''' • • e ,~ 

w ,., ., 

10d • ayo 

,-+- • ~ 
r 

¡+ r r-
., 
'" 
" • OH • " ". 

Plogtsttronc c;onc;cntrlltion (n~/mL) 

Fi¡¡ . l . ""n( ~ l:Il) cn''''JCm<:.'' < ..... l "fII""",_"'" __ bno..,aftcT S and 10 d ~f 

aposun: 10 diffe ..... prosal. rone """"'"b"atI ..... ·Ind .ca~ .i!!" .lIcanl difle",,,,,,,, 
am"'l tht me_ .. n eac:h o:t.y 01 ~U ... (p < 0.05). 

a b 

Fi¡¡. 2. "' .. rpbolofical chanoclftÚd .. d tht """"al ca.,...le hum a) L"l and b) L4 
1/",,,,,,,,.,... <""'.,.... .. l1>e....-- "-'s. bu«a1 u.,...le ... id> IDWlllf-rts in lA. 

Nunc) wilh 2 mL of RPMI·1640 medium (buffer .. d with HEI'I'.S al pH 

7.2, ampbole rid n 10 mglmL. penicillin 200 Ul/ ml.. streplomycin 
200 mglmL, ceftria~one 32 mglml.. 0.4% glucose aOO 2 mM gluta· 
mine). The progeste rone conctmralÍons use<! were O (negat ive control), 
1,8, 16,80 aOO 160 nglm l~ The progcslerone concentrmions used were 
.... 10>("1",1 .. • .. m <i<IM"inll th" minimum. ml'<1ium Iln<l m~~imum yorn m 

concentration in pregnant ewes (l. 8 a OO 16 nglml respectívely) re· 
ported by Hansen (1998), addilÍonatly lO and 20 tmes !he mean 
concentration were used (80 aOO 160 ngiml respectively). The hor· 
mone wasadded on day O oflbe experimem 10 stimulalelbe lalVae. The 
culture medium was replaced every 48 h with fresh mmium and hor· 
m ..... ". no" plat "", w .... " in.."h,"1'<1 111 :.r7 'r. w;lh 5'K. c.n" fnr 10 '"Y". On 

daysO, 5 an;l 10. lOO ~L al medium with IalVa .. wasobtained from each 
weU and mhed with JOO ~l of Lugol·s iodin .. for 20 mino Following 
staining, 30 larvae from eaeh weU (90 lalVae pe!" conc:entralionJday) 
were phOlographm lLl loo x ffiagnification wilh an Olympus BX43 
optic microscope and !hen measured wi!h image pllX'tSSing sofl .... are 
(Image-ProPremitt). Larval enllUlleoenl was obtained by subtracting 
Ibe mean Itng!h o( !he 11lIVaton day O fmm Ihal meastnd al each larva 
on caeh cx~rimental day. The pm:entage al larval viabilily was 
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• • 
'" • -e • u • " • 

5days 

[] L3 . L4 

FiJ. 3. ~",~nt.og .. d l.3 and lA I/""".",d!w <_onw larvae alter S 
and l O. d of apaou", 10 d ilfe",nt _teron., concrntratiom. "in · 

d i"' ... . ignific ... ' d ilfe",~ amcag the IDOaM (p < 0..0.5). 

~ 

10 days 
~ .... 

Progeslerone concenlration (ngJmL) 

Table I 
Mean ( '" SI!) of motil ity val .... of JI. c_onw I~ (n _ 90) >timulatN w itb diff.,,,,nt cOIKentraticm of P"'8"'''''''''''' 

Culru", Do)" CaKe,,""oon of P"'8"''''''''''' 0_ ,-, ,- , 16nyM I M~_ 160 n,Yrn l 

~,O 

~" 
Doy l O. 

" " " 
'" 0., 10. , .• 
'" 0., 10. , .• 
'" 0., 10. " 

'" 0..10. ,. , 0., 10.' , .• 
'" 0..10.' , .• , 0., 11 ' , .• 
'" 0..10. , .• , 0.,10' " 

, 0., 10.' " 
, 0., 10.' " 

, o. l O.' , 0., 10.' ,. , 0., 11 ' , .• , o. l O.' , OH " 
, OH " 

, 0.12 ' 

Moti tity valu<s 1 _ l-arvae a ti.., a od immooilr, 2 _ larva. th.ot IDOvN only a pation dth., body, 1 _ Iarv..., th.ot moo<d me 10 .... body . 

• Indica'" . ipi licant d ilf.,,,,,,, .. (p < 0..0.S) wilh the mntrol (OIl8/JnL). 

<:stimntoo by obs<: rvln8 100 ln rva<: pcr «>n""ntrn tio n/ d oy witb fin o ptk 

m ic r ....... "Op" . Liv" Larv .. " w"'"" dther mobil" or irnmobil" but mll intainal 
their intema l Slructures witbout visible modi fIc atioos, whereas dead 
la rvae were irnmobile arxl had intemal granules or modirled internal 
U nrtures_ 

lb" mo v" m<:nt of :lO la rva<: from ""ch wdl (90 la rva" pcr con
cenrratlon/ at 0.5, 5 arxl 10days) was videotape<:! dlrectly (rom !he 

culture pla tes us ing an inverted m k roscope, arxl larva l motility was 
e va lua ted following ¡he e ritena of Kiuchi el. al. (l987J. larvae with 
to tal body movement were assig ned the va lue o f 3 , those th a t moved 
only a portion o ( tI", l.oo<.ly wt:J. e ..... i¡snt:<.l a va lue of 2 " ,lll tIlOs.-: tI,,, t 
were a tive a rxl immobile were assig ned a value o( l. 

La rva l ma tura tion was measured b y e s tirna ting the L3 and L4 ra tio. 
A r{)r~l {)f 10 l ~rv ~ .. w .. r .. in_"",,<"If'<"! fm m .. ~ ... h w .. ll (QO l ~rv ~ .. l"'r 

"oncenrr3tion/ d:>y) . lbe " riten" ""tabli~hed by SommerviU" (1966) 
we re used lO dett:mli"" lhe larva l stage . L3 lackt:d " O bu~..,,, l ""vity , 
while L4 liad a de velo ped buceal ea vity . 

2.3. Deteaim of progtSUTOM receptors in H. OOnI<TruS !arvat celli using 
JWw CyUW11tl1)' 

Flow cy lOJ" cl ry was ~'O"ducte<.l i" Lr iplic" te followiu¡s tI,e tt:e!Juiq ut: 

d escribed by Nava-castro el. al. (2IH l ) . Approxima tely 300U newly 
isol" ted larv"e, or those cultured for 5 days in O ood 8 ng/ m L of pro
f .. ~r .. m .... , w ...... Nlmplf'r .. ly ,\i ",~ur"V'r .. <I wirh ~ mi ... mfli'<rl .. (F."" ..... . 
d o rf, USA) . lbe re<:overed <:e U~ were ru:ed in " 11}¡, p"mformaldehyde 
solutioo io PBS al pH 7.4 (or I ~ m in " 1 3 7 ' C " 00 p"~"biliz.-:d with 

100% m" thuno l fo r 30 min nt 4 ·C. lb<: <:<: Us w"J"<: then wBsh od b y 
~..,orri (ugal ioo " 1 700g Iwo times with PBSat p H 7.4 . lbe ~.., Us were Hrs t 

iocuba ted with a mbbit anti- P~-R (proges terone receptor) polyc lonal 
a n tIbody (PR sc·539; 1:100: Santa Cruz. Bio tt:ehno logy. USAl for 
10 m in a t 4 ' C a nd later with an A1exa ~luor'647 F(ab) 2 frag ment of 

goa t a nti -ra bbit IgG (A21246: 1::lOO, molccu la r probcs , USA) for 10 m in 
a l 4 ·C. lbe cel ls we re washed wlth PBS at p H 7.4 ood prott:eted (ro m 

light untilooa lyzed . Murine uterine ceUs were treated identically a s the 
H. cmrorrus <:eUs a rxl used for c" libra t ion control. lbe samples were 
an al~ with a FACS Ca libur (BD, Bios<:ien<:es, USA), a rxl the d a ta 
..,-e ,e "" " ly-""<.l witI, ~lowJo ·softwa , e. n ,e I-""ct:J.'ta¡se o f P~-R + ceUs 
and ¡he mean floorescen<:e inte nsity were measu red. -Ihe la tter w"s 

e rum" ted b y di viding the mean flooresceoce of ccl ls sta ined with the 
prim~ry .. nriho<ly by rh .. m .... n fl"{)r ........ n ..... {)f ..... ll~ !<I~ i .... <I {)nly wirh 
!he """"ndruy 3r"ltibody . 

The loca tio n of P~ - Rs in larvae was determined by irnmuoo· 
flooresceoce foUo wing the method descrihed in Chávez·Guicrón el. al. 
(:2016) wi!h modiHc3tions. New ly isola ted larvae were ",a shed wi!h 

PBS " 1 I-'H 7.4, H"t:<.l witI, 4% l-'arafOJlll"kld 'y<.le solut io u for 30 " Jiu "",1 
ma in ta ined o vernight in a 3t:fflJ sacrha rose solution a t 4 ·C. -Ihe larvae 
",e re w3Shed with PBS a rxl maintained in 1% Triton -IOO for 60 min 3t 
4 "r .. n<lIM .. r hlorl<f'<"! {) Vf'mif hr ,,;rh 1 ~ ~lh"min in PR." M 4 ' C _ 111 .. 

lru-v" e were in=oo ted ovemis ht 3t 1 ' C, Hrst wilh " m bbit " nti P1 R 
polidooal aoubody (PR ",,·539; 1: 100: Santa Cruz , Biotechnology, 
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Fij;. 4. F"w cytcmetry .~jfic det<Clion o/ )I'>gosterate =~P-' ( P._Rs) in Jj""",,,,,cInI <<<<ortlI.II"""", .. imula"'<l w ith p"'B"'terone feo" S d . al ~rminaticn o/ <he .¡de and forward 
o/ c~D. [rom no .... tiJDUla~ JI. oon' ''''''' lo ",,,,,, b) Repr=ntati"" lWrog ra rn d P.,R + ce lk <!«= li""j, UMtoi~ <rIlo (IN li",,) and a>n .spocific =:mdary ""tibody binding (bl"" li",,); 
el ""'an ( '" SI!) """",n tage of p. -R + ",,110 from newly i>ob"'<l <>on·,. imula~ (d iocontln...,m ti...,) and prog .. 'erone . timulat<d JI. "",torru> 1, .. " ,"" ('ind ica ",> significo n' diffe",,,,,,", 

p " 0 .«6); d) """" ( '" SI!) fluor=~ inte .... ity ratios botw..,n ."'¡n<d and "",t.>i n<d ",,110 01 newly obt.>i....J JI. e_ano, ,,,,,,,,,, . ti muJat<d willl d iffe..- _te""",,, c<ZlCentrati= 
(Fa in~on " f <he ~er=< .. tocolour in thi. figure Irgend, <he reooer ;' ",fenm 10 the web """Dn <>/ thi< a niele.) 

USA) , and then witb an Alexa ~loor'647 F(ab) 2 fragment of goat anti 
rabbit IgG (A21246: 1 :300, molecula r probes, USi\) ovemight at 4 ·C. 
Onee place.:! in a mounting medium (DAKO), !he larvae were examined 
with a Zeiss i.SM5 Pa confoca l mk roscope and the images were con
stnx:ted lIS ing Zeiss LSM Image Browser software. I..arvae incuba ted 
with a rabbit anti -E, -R (estrogen receptor) a nd an A1exa ~loor·647· 
conj uga ted antibody, or iocubated only with the A1exa ~loor'647-con 

j uga ted antibody a t an identica l dilution were used as nega ti ve controls. 

2.5. Staristica1 ana1ysis 

Larva l enlargement, motility and fluorescence intensity were a na
lyzed using a one·way ANOVA and Tllkey's test to determine signi fIca nt 
differences a mong the means. lbe L3/ L4 ra tio in different treatmen ts 
was a nalyzed lISing chi-square and Fisher exoct test to detennine sig
ni fIca nt differeoces among the means (SfATISfICA 7.0 for Windows 
softwa re) . A p va lue s O.05 was considered to be statisticaUy sig
ni fIca nt. 

3 . Resu lts 

lbe mea n la rval length a t day O was 618 :t 18 !1Jtl. lbe enla rge
ment of H. ooruvrws la rvae stimula ted with different progesterone 
coneentrations for 5 a nd 10 da15 is shown in Fig. l. No signi fIca nt 
differences in enlargement were obse rved a mong the larvae groups 
stirnulated for 5 da15 with different progesterone concentra tions versus 
the control group. lbe enlargement of larvae (134 :t 5.85 ~) sti 
mula ted ror 10 da15 with 160 ng/mL of progesterone was greater than 

tha t of the control group (110 :t 5.12 ~), while the enlargement of 
larvae (92 :t 4.6~) stirnulated with 8 ng/mL of progesterone was 
less (p < 0.05) Iban tha t of the control group. No signifIcant differ· 
eoces were observed among the rema ining groups of la rvae and the 
control group. In all groups, larva l viability was grea ter tban 99%. 

Morphologka l differences of the bocea l capsule in L3 arxl L4 are 
shown in Fig. 2. L4 showed the development of a bocea l capsule as an 
inverted cone and a pair of symmetric struetures (mouthpa rts) . 

lbe L3/ L4 ratios of H. OOnI<TruS stirnulated with di fferent proges· 
terone concentra tio ns are shown in Fig. 3. Newly isolated larvae 
showed 00 development of the bucea l capsule and were therefore 
d assitied as L3. At stimulation da15 5 and 10, the respective percentage 
of la rvae that molted from L3 to L4 was Iess (p < 0.05) in larvae 
treated with 1 (21 and 26%), 8 (30 arxl29%), 16 (20 and 19%), 80 (15 
and 17%), arxl 160 ( 18 and 20%) ng/mL of progesterone Iban tha t of 
untreated larvae in the control groups (52 and 65%). The percen tage of 
larvae tha t molted from L3 to L4 was greater (p < 0.07) in the control 
group cultured for 10da15 compa red with the control group cultured 
for 5 da15. 

lbe motility of larvae stimula ted with different progesterone con
centra tion/ day combinations is shown in Table l . lbe administra tion of 
8 ng/mL or higher coocentrations of progesterone increased larva l 
motility compa red with unstimula ted larvae (p < 0.05) at the three 
observa tion times (0.5, 5 a nd 10 da15) . No differences (p > 0.05) were 
observed in larva l motility a mong !he different observa tion periods. 

Fig. 4a shows the size and complexity of cel ls from H. CmIorrus 

larvae that were used for f\ow cytomet ry. lbe histogra m in Fig. 4b 
shows the expression of the P~- Rs in non-stirnulated H. CmIorrus larvae 
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Fil. 5. lmmmolocalization d P.·1Is in newlr i..,Ia,<d ¡¡",,,.,,,dIw ro"""'" lo",,,,, by c<nfocal mic"",,"1'Y. In irn_ .... 8 and e, tIle ,,,,,,,,,, ... ere iocubo."'<l with polydon.>! ",bbit anti ·P.· 

R (p"'8"''''''''''' """ptor) and .toin<d ... iI:b a semndary anti· rabbit Ala.. FlUCI"'~1.co~uga,<d antibody. A) l20f 1/. ""'.,..".. under U.V. mi=py; 8) l..2 ofl/. 00,""""" under tigllt 
microor0I'l';C) MeTg<d imog .. 1lj' cOllroalmicrn«"1'y.ln imog .. D. ~ and F, the Iarv"""",,..,inrubat<d wim polycbnal rabbit an ti. I!2.R( .. trogen ~to,)and . toin<d witha-=ondary 
an';',abb~ AIon FIuor'647.mnjuga"'<l ""tibody. D) L20f 1/. ""'.,..".. unde, U.V. microoo>py; I!) l..2 ofl/. C<ftanw under Ii¡;ht mi=py, F) Me'8"'i irn_ by mnfocal mi=py. 

eeUs: Ibe red line indica tes ceUs Ibat were oot s tained. Ibe blue tine 
.<h"w~ n" n.<I""<"i r .... ~r~ininll " frh .. """"n,\~ry ~nr,l'My "n,\ rh"ll'" '''' li .... 
indi"ate< !he ~edr." «.<llnlng of P4·Rs. The per""""'ge of P~.R + ""Us 
of non rumul3ted larvne wn~ IS :!: ~. FIS. 1" ~how~ !he per"""",se of 
¡>~ · R r «:lis fro m n<:wly i...,lotoo torvo" ond torvo<: ""ltur"d in tI><: 
p""",nce of O and 8 n¡V mL of progest<:rOne for ~ da)'s. lbe p<:r<:en~e 

o f P.·R + n :Us i.u la ... "ae " ultuo ru wi.thout ¡Jlo¡.;es teto ue 
(2.13 :!: O.88%) was less(p < 0.05)lbanlb3tornewly lsolatedlarvae 
(1 5 :!: 3%) and larvae ""ltured wilb 8 nglmL o[ progeste rone 
(11.68 :!: 1.1%). Fig. 4d sbows Ibe mean llooresceoce lnte nsity 01 ceUs 
from newly isolated larvae and latvae ""ltured wilb O and 8 ng/mL of 
progesterone for S days. No differences were observed among the Ibree 
groups (p > 0.05). 

lbe loeat ion of P.·Rs in H. oont<TruS larvae is slxmTI in Fig. S. A 
eonstant flooresceoce signal was observe.:! in the anterior portion of!he 
alime ntary traet of the larvae where anti ·prR antibodies attaehed to 
r]v. , .. ....,..r" r'< in,li ... MH\ rh .. i, ""'~ri"n { ¡¡ie<. !';" , h ~n,\ <"J. N" ~I"" ... ifif" 
fluore«:en<:e (¡¡lgs. 5<1 . e and O was observe<! when !he larvae were 

in""bate<! only wi.!h !he se.::ondary antibody or "i!h antibodie< against 
"stro8"n rCN:ptot"3 (n"8otiv" "ontrols). 

4. Discus sion 

Th .. rr .. ,...,.., ..... "f m""" ... ,,,,"~ ~imil~, r" h"m\" n .. ' .. ....,..r"r'< h~~ ]v...., 

widely reporte<! in parasiti" nernatode<. and various effe"", on !hei.r 
morphology and behavior have heen reporte<! when sti mulate<! "i!h !he 
hormon<: under study (Hood "t al., 2000; Wu and LoV"rd<:, 20ll; I...i 
et al., 201 4; Cháw:z-G uitrón <:t al., 2016). lbe lncrea-"'<l sheddln8 of Il. 
ct>"¡,,r/U> e¡.;gs at tI,e e ud o f gestaoou (peli.l-l",lw·i.t:tlt li.st:) suggests tI".t 
pregmmcy oormo"",,s influt:ll~.., t~ ph)'sio log)' and bt:havior of t~ ne· 
malOde. ·Ihere is, howeve r, 00 d ireet evidence o[ Ibe e ffeet o[ Ibese 
bormones on Ibe parasite larvae . Tbe present s tudy demonstrated lor 
the first time Ibat progesterone inhibited the in Yiuo molting process of 
H. oont<TWS larvae from L3 to L4 and iocreased their motility during!he 

time of exposure lO Ibe hormone used. Furthermore . Ibe presence and 
I()f"MiCln " f r<><-~ihl .. rrot ... <I .. "' .... ' .. ....,..r"r'< w"," '\.., ..... r .. '1 in rh .. l"rv~ ... 

Mo lting i< an indi~"""ble bi.ological pro<:e« for !he development 
of nemntod"" nnd drorly mnrk!:!he p""""se fro m one lnrvru "",se to!he 
next ( D<: pl"",,~ el ol, 2016). Hernánd"",·!k:Uo el ol (2011) r<:p<>rt"d!hm 
!he addioon of progesteron<: to Tridtimlk!. jp;rnfu larva<: cultu res de · 
~ t eased ,uoltiug lo)' up to 50%. lu tI,e ¡Jleseut s tud)' , ....., olose .. "ed tI,at 
s tl mula tlon o[ H. cmrorrus larvae wllb progesterone lnhlblted Ibe 
molting process from L3 to 1.4 by up to 50% and Ibat tbis effee t was 
malntained lor at least 10 days 01 oormonal treatment. In a subsequent 
assay, we observe.:! Ibat Ibis effeet was concentraoon·depen<lent at 
coocentrations less Iban 1 ng/mL (data oot soown) . Our results soow 
Ibat H. OOnI<TruS larvae are eapable of recogni2ing progeste rone and 
respond by stopping Ibe ir deve lopment. 

¡.low eylOme try has been used for ceU eharaeteri:tation hased on 
Ibe ir s il<: aOO complexity and for Ibe identifiea tion of spedfie proteins 
in ..... lk Th .. , ... <"lr~ f", m rh .. p' ..... nr ~I"'ly ~""WM rh"r ..... ll~ "hl~inH\ 
from H. corunrtu< larvae remaine<! dose lO !he o rigi.n. small and wi.!h 
li.ttle "omplexity. lbese <:ell distribution patterns agre<: "i!h !hou re · 
port"d for o!her hclmin!hs, .....,h as ~IW. jpiralli (NlIvo ·Castro 
et al, 2011), T""ni<>. c~iap" (lbarra·Coronado et al, 2011) aOO Tox· 
Ot:uIU c .. ti, (Q,á"ez·Guittón el al, 2016). n,ese ,esults, as wdl as tI,at 
lb" larva" under s tud)' ha<! no ~"Onta"t with ~ hust, indicat" Ibat lb" 
analyo<ed <:ells eame only [rom Ibe parasite aOO we re oot contarninated 
wilb oost ceUs. 

The effee t ofhormones is prodoced by Ibeir interaeoon wilb speeifie 
receptors present in targe t ceUs. Therefore, one way lO dete rmine ir a 
ceU is affeeted by a hormone is lO identify Ibe presence of receplOrs for 
Ibat hormone in the studied <:ell. In Ibe present study, up to 15% of Ibe 
ceUs fTom newl y isolated H. cmrorrus larvae were recognized b y Ibe 
anti· ¡> . ·R antioody. indieating Ibat Ibese <:ells had possib le progesterone 
, .. ....,..I"" r'<. Th .. L~cl< " f p'ot ... <r .... " n .. ~rim "L~ri"n in rh ..... ,,1111'''''' ~i t· 

ni.fi"a n tly de"reased !he number of "ell< wi.!h po« ib le progeuerone 
receptou . In contrast, progesterone stimulation maln"'lned!he numher 
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of ceUs that expressed receptors. lbese results50ggest that progeste rone 
can regulate tbe expression of receptors in H. OOnI<TruS larvae ce Us, 
similar to what ocrurs in otber nematodes, 50ch as T. canis (Cháve:r.· 
Guitrón, 2Ol6), and in mammals (Cunningham and Klein, 20l2). 

The effects of hormones in marnmals are associated witb the type 
and location of tbe target ce Us. In the present study on nematodes, "'" 
did not specificaUy dete nnine tbe target ceUs. Ne verthe less, tbe im· 
munolocat ion of possible progeste rone receptors in tbe anterior portion 
of tbe alime ntary tract of L3 50ggests tbat intestinal cells are probable 
targe t cells for this honnone. lbe Hc·FAUA and Hc·FAUB proteins in 
the intestinal ce Us of H. coruvrws have been associated witb larval aro 
rest (Yan et al, 20l4). Altbough molecular markers for larval arrest 
we re oot determined in our s tudy, the loca tivn of tbe possible proges· 
terone receptors and tbe prote ins associated witb larval arrest in H. 
corUorws ceUs warrants further investigation. 

The presence of honnonal receptors in intestinal cells has been re
porte d in otber nematodes, 50ch as Trichintila spiralis and Toxocara 
canis (He mández·BelIo et al, 2011; Oláve:r.·Guicrón et al,2Ol6). 
Comb ined witb our observations, tbese results 50ggest a relevant role 
for intestinal ceUs in tbe recognition of host ho rmo nes and tberefore in 
the host·parasite re lationship. 

Larval arrest has been previously associated witb exposure of 
Strongylid larvae to unfavorable dimatic ronditivns, the preseoce of 
preexisting adult populations in tbe ahomasum, and tbe immune re
sponse of tbe host at tbe time of establishment. Nevertheless, other 
phys io logical factors of tbe host tbat rould favor tbis phenomenon have 
not heen considered. lbe results of our study show that H. coruvrws 
larvae have possible P~· Rs and respond to progeste rone by inhibiting 
their molting and, in ronsequeoce, their developme nt. lbese results 
50gge st that progeste rone p3rtieipates in larval arrest. Future studies 
should determine tbe specific role of progesterone in tbis pheoomenon. 

This study was 5Opported by tbe PAPl IT /UNAM. project IN222316. 
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