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RESUMEN 

La hemoncosis es una enfermedad de gran importancia económica en los rebaños 

ovinos. La presencia de cada vez más cepas de H. contortus resistentes a los fármacos 

antihelmínticos hace necesario buscar otras alternativas de control. La vacunación es una de 

ellas y es por eso que se requiere buscar e identificar proteínas inmunogénicas de H. 

contortus que puedan ser utilizadas como blanco de la respuesta inmune y de esta forma 

hacer un mejor control de esta importante enfermedad.   

Se ha propuesto que algunos mimótopos (molécula que imita la estructura de un 

epítopo, por lo que estimula la producción de anticuerpos) podrían ser utilizados como 

inmunógenos. Una serie de mimótopos de H. contortus fueron obtenidos a partir de una 

biblioteca de fagos en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM 

(Vázquez, 2016). Estos mimótopos demostraron ser inmunogénicos y producir anticuerpos 

que reaccieron antígenos del parásito en conejos. Sin embargo, antes de plantear ensayos de 

protección en ovinos es necesario evaluar si estos mimótopos son capaces de inducirles una 

respuesta inmune contra antígenos de larva 3 de H. contortus. 

En el presente trabajo se evaluó el potencial inmunogénico de estos mimótopos de 

H. contortus en ovinos (hospedador natural).  Se utilizaron corderos de la raza Columbia, 

los cuales fueron distribuidos en 4 grupos (n=5). En las semanas cero, dos y cuatro del 

experimento, los corderos del grupo 1 recibieron subcutáneamente 200 µg de un pool de las 

clonas de mimótopos identificadas como 7, 8, 13 y 14. Los corderos del grupo 2 recibieron 

subcutáneamente 200 µg de un pool las clonas de mimótopos identificadas como 13 y 14. 

Los corderos del grupo 3 recibieron subcutáneamente 200 µg de la clona original (no 

seleccionada) M13mp19. Los corderos del grupo 4 solo recibieron un placebo y fueron 

utilizados como grupo control negativo. Semanalmente se obtuvo suero de todos los 

corderos, durante las 6 semanas que duró el experimento. Se midieron por ELISA los 

niveles de IgG anti-antígenos de L3 de H. contortus en las semanas -2, 0, 2, 4 y 6 del 

experimento.  En la semana 6 del experimento se determinó por Western Blot los antígenos 

de L3 de H. contortus reconocidos por los sueros de los corderos experimentales.  

Por ELISA se observaron algunas diferencias numéricas entre los grupos durante los 

diferentes días del experimento, sin embargo, no fueron significativas en ningún momento 
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del mismo   (p > 0.05) y por Western Blot solo algunos corderos reconocieron en la semana 

6 post-infección antígenos de 33 y 37 kDa. Por otro lado, algunos corderos de los grupos 

testigos reconocieron estos mismos antígenos (grupos C y D), lo que sugiere que el 

reconocimiento fue inespecífico. Estos resultados indican que si bien, los mimótopos 

utilizados fueron capaces de inducir respuesta específica contra L3 de H. contortus en 

conejos, estas clonas bajo las condiciones de este experimento no produjeron una respuesta 

específica por anticuerpos contra L3 de H. contortus en los corderos evaluados.  
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INTRODUCCIÓN 
 

La verminosis gastroentérica (VGE) en ovinos es una de las principales causas de 

pérdidas económicas en lo ovinos de México y muchas otras partes del mundo. Su impacto 

económico se refleja en el retraso del crecimiento, desnutrición, baja conversión 

alimenticia, disminución delapetito y muertes esporádicas. La VGE se presenta con mayor 

frecuencia en lugares húmedos y zonas templadas, en especial en sistemas de pastoreo 

(Quiroz, 1984). 

La VGE es una enfermedad multietiológica, en donde participan dos o más géneros 

y especies de nematodos. Los géneros más frecuentemente involucrados son: 

Trichostrongylus, Haemonchus, Cooperia, Nematodirus, Mecistocirrus, Teladorsagia, 

Bunostomum, Strongyloides, Oesophagostomum, Chabertia, Trichuris y Skrjabinema. Por 

su virulencia y frecuencia, Haemonchus contortus es el nematodo gastroentérico de mayor 

importancia en los ovinos de México y el mundo (Quiroz, 1984; Meana y Rojo, 1999). 

Haemonchus contortus es un nematodo al que comúnmente se le conoce como 

gusano en palo de barbería, se localiza en el abomaso de ovinos, bovinos, caprinos y otros 

rumiantes silvestres. Los machos miden entre 10 y 20 mm de largo y son de color rojo 

uniforme. La hembra mide de 18 a 30 mm de largo, su cutícula es transparente, se pueden  

observar los ovarios de color blanco enrollados en espiral sobre el intestino, que es de color 

rojo, lo que le da el aspecto de palo de barbería (Alba-Hurtado, 2007).                              

La parte anterior de machos y hembras presenta un orificio bucal con una lanceta en 

posición dorsal. Presentan dos papilas que tienen forma de espinas. Los machos tienen en el 

extremo posterior una bolsa copulatriz formada por dos lóbulos laterales grandes y un 

lóbulo central o dorsal más pequeño, poseen dos espículas iguales que no sobresalen del 

cuerpo. En las hembras, el extremo posterior termina en punta roma, la vulva se encuentra 

al finalizar el segundo tercio del cuerpo y está cubierta por una prolongación de la cutícula 

llamada labio vulvar (Alba-Hurtado, 2007; Quiroz, 1984). Los huevos del parásito miden 

64-95 X 40-50 µm, son ovalados con doble pared y contienen de 8 a 16 estructuras 

redondas llamadas blastómeros.  
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Ciclo biológico de H. contortus. 
 

Su ciclo biológico es directo y se divide en dos fases: fase parásita que se desarrolla 

dentro del hospedador y la fase no parásita que se desarrolla fuera del hospedador. El ciclo 

inicia con la eliminación de huevos en las heces, si las condiciones de humedad y 

temperatura son las adecuadas, se desarrolla una larva 1 en el interior del huevo (durante las 

primeras 24-30 horas). La larva 1 sale del huevo y muda a larva 2, ambos estadios larvarios 

carecen de vaina por lo que son muy sensibles a las condiciones ambientales. 

Posteriormente muda a larva 3 (L3), la cual no se alimenta ni muda, se mantiene de las 

reservas nutricionales obtenidas durante los dos primeros estadios larvarios y posee una 

vaina que la protege de factores ambientales (frio, calor y radiación solar). La L3 es la fase 

infectante y tiene capacidad para migrar por el pasto, donde puede ser ingerida por el 

hospedador durante el pastoreo. La L3 ingerida elimina la vaina en el rumen, migra al 

abomaso y penetra a glándulas abomasales en donde muda a larva 4 (L4). Posteriormente la 

L4 sale a la luz del abomaso y muda a larva 5 para finalmente transformarse en adultos. En 

la luz del abomaso, machos y hembras copulan y las hembras inician la eliminación de 

huevos alrededor de 20 días después de la infección. Cada hembra elimina de 5,000 a 

10,000 huevos al día, estos recorren el tracto digestivo y caen al suelo junto con las heces 

(Quiroz, 1984; Meana y Rojo, 1999). 

Una característica que presentan algunas larvas de H. contortus durante el ciclo 

biológico, es el arresto larvario o hipobiosis; en este fenómeno reversible, las larvas son 

capaces de detener su desarrollo manteniéndose en la mucosa abomasal como L4 en un 

estado de latencia. 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, 

1972). Los factores que se han asociado a la hipobiosis son: condiciones ambientales 

desfavorables para la supervivencia de la larva (generalmente temperaturas extremas), 

estacionalidad, estado inmunológico del huésped y presencia de una población de gusanos 

adultos preexistentes, entre otros. Las larvas que entran en arresto larvario tienen la 

capacidad de reactivar su desarrollo dependiendo de factores como: baja de la inmunidad, 

aumento de algunas hormonas (prolactina, entre otras), eliminación de la población de 
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gusanos adultos preexistentes, cambio de condiciones climáticas, entre otros (Soulsby, 

1988).  

Patogenia  
 

El daño que produce el parásito depende de la fase evolutiva (larva o adulto). Las 

larvas ejercen una acción traumática obstructiva en las glándulas de la mucosa abomasal. 

En este proceso se dañan las células epiteliales que cubren el tracto gastrointestinal y vasos 

linfáticos, las larvas rompen células para establecerse en la mucosa, la invasión la realiza 

mediante un estilete oral y enzimas que producen, esto ocasiona que se formen coágulos. 

La presencia de las larvas en las glándulas abomasales ocasiona cambios histopatológicos 

del tejido glandular como son la hiperplasia de la mucosa abomasal y la infiltración de 

células inflamatorias. La sustitución de células parietales secretoras de ácido clorhídrico 

(HCl) por células jóvenes no secretoras, producen un aumento en el pH en la luz abomasal 

e impiden la trasformación de pepsinógeno a pepsina incidiendo negativamente en la 

digestión de las proteínas. La unión intercelular de la glándula también se ve afectada, lo 

que favorece la perdida de proteínas endógenas de la sangre por el lumen gástrico y la 

entrada de pepsinógeno a la sangre (Quiroz, 1984; Soulsby, 1988). 

Los gusanos adultos de H. contortus son hematófagos, en mucosa del abomaso 

provocan abomasitis catarral  y pérdida de sangre que, si el hospedero no es capaz de 

remplazar con suficiente rapidez, se desarrolla anemia e hipoproteinemia (Cuéllar, 1986). 

La anemia se manifiesta por la palidez de la conjuntiva y de las encías. También aparece 

edema en diferentes partes, producto de la baja concentración de proteínas en la sangre. La 

necropsia puede revelar la presencia de líquido peritoneal (ascitis) en la bolsa pericárdica 

(hidropericardio) y en la cavidad pleural (Soulsby, 1988; Le Jambre, 1995). La mucosa del 

abomaso está hiperémica e inflamada y muestra coágulos en los puntos donde los gusanos 

han succionado sangre, así como grados variables de ulceración (Soulsby, 1988). Se ha 

demostrado que un gusano adulto succiona hasta 0.05 mL de sangre por día, hecho que les 

toma doce minutos aproximadamente y al retirarse dejan sangrando la zona por varios 

minutos debido a las sustancias anticoagulantes que introduce junto con la saliva (Quiroz, 

1984). La cantidad de sangre extraída del hospedero por H. contortus depende del número 
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de gusanos presentes en el abomaso (Soulsby, 1987). Los efectos de los gusanos sobre la 

salud de los individuos de algunos rebaños variarán de acuerdo con la edad del individuo, el 

grado de inmunidad que haya adquirido, el número de parásitos, el estado nutricional y la 

salud de cada individuo (Meana y Rojo, 1999). Los corderos sufren más severamente la 

hemoncosis. Entre el ganado de más edad, los mayores efectos se observan en individuos 

que, por alguna razón, están débiles o sufren de estrés. Las hembras durante la gestación o 

lactancia presentan cuadros más severos, al igual que los individuos que padecen otras 

enfermedades, disminuyen su resistencia a la hemoncosis (Quiroz, 1984).  

La severidad del cuadro clínico depende de la carga parasitaria, edad de los ovinos, 

estado nutricional y raza de los ovinos. En general, la hemoncosis produce diferentes 

grados de anemia, hipoproteinemia, mucosas pálidas, retraso en el crecimiento, 

desnutrición, baja conversión alimenticia, edema submandibular, pérdida de apetito, 

reducción de fertilidad y en algunos casos, muertes en animales jóvenes (Quiroz, 1984; 

Notter et al., 2003).  

 

Epidemiología  
 

La magnitud de la hemoncosis en un rebaño está determinada por varios aspectos 

como:  

 Contaminación ambiental con huevos de H. contortus. Aunque las larvas infectantes  

pueden sobrevivir en condiciones de humedad y temperatura ambientales adecuadas, el 

hospedador es quien perpetúa la infección año tras año. La infección puede mantenerse 

como una carga parasitaria baja o como una población latente de larvas hipobióticas, o 

como ambas situaciones. En la primavera se observa un aumento sustancial en la 

eliminación de huevos en materia fecal llamado "alza de primavera". Un aumento más 

pronunciado ocurre comúnmente en ovejas gestantes dos semanas antes del parto y hasta 

ocho semanas después del mismo, en cualquier época del año este fenómeno es llamado 

"alza periparto". En ambos fenómenos el número de huevos eliminados por gramo de heces 

está relacionado principalmente con la maduración de las larvas hipobióticas arrestadas en 
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ovejas adultas, lo que asegura que nuevas generaciones de L3 estén disponibles en grandes 

cantidades al momento en que los hospederos estén pastando (Taylor et al., 2016; Bowman, 

2014). 

 Desarrollo y supervivencia del estadio infectante. Con una parte del ciclo de vida 

desarrollado fuera del hospedador, los factores ambientales juegan un papel muy 

importante en el éxito del desarrollo embrionario y en la supervivencia de las fases larvarias 

de vida libre. El desarrollo de los huevos embrionados tiene como factores limitantes la 

temperatura y la humedad. El rango para el desarrollo de larvas en el ambiente es de 10 a 

30 ºC. Por otra parte la humedad, es el factor más importante para la supervivencia de los 

huevos y las larvas, una humedad relativa por debajo del 96% retarda el desarrollo larvario 

(Meana y Rojo, 1999).  

 Resistencia del hospedador.  En condiciones climáticas adecuadas el número de fases  

infectantes en la pradera aumenta exponencialmente, por lo  menos al inicio de la 

temporada de pastoreo. Sin embargo, los hospederos comienzan a desarrollar resistencia a 

H. contortus con cada reinfección, produciendo un descenso drástico en la eliminación  de  

huevos en heces en animales expuestos a infecciones y reinfecciones, debido a la expulsión 

masiva de adultos (Meana y Rojo, 1999). La edad de los hospederos juega un papel 

importante en la resistencia, ya que los animales jóvenes son más propensos a padecer 

hemoncosis debido a que su sistema inmune tarda en montar una respuesta efectiva contra 

los nematodos, mientras que ovinos mayores a un año son más resistentes debido al 

contacto previo con los parásitos, además de que su sistema inmune ya ha madurado. Por 

otro lado la comparación de la respuesta inmunológica de diferentes razas de ovinos frente 

a H. contortus ha demostrado que algunas son mucho más resistentes que otras. Estas 

suelen ser razas autóctonas y rústicas, de regiones tropicales o subtropicales, capaces de 

tolerar o resistir las enfermedades más habituales en su ambiente. Probablemente esto 

refleja que estas razas han estado sometidas durante siglos a un proceso de selección natural 

para la resistencia frente a los parásitos en ausencia de tratamientos antihelmínticos (Alba-

Hurtado y Muñoz-Guzmán, 2013).   

Estrategias de control 
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El control de esta parasitosis se basa casi exclusivamente en la administración de 

compuestos químicos con actividad antihelmíntica. Sin embargo, el uso masivo e 

indiscriminado de los antihelmínticos (benzimidazoles, entre otros) ha provocado la 

aparición de cepas de H. contortus resistentes a los mismos, situación que es un problema 

de grandes dimensiones en aquellos países donde la producción ovina es una de las 

principales actividades económicas (Van Wyk et al., 1999; Cezar et al., 2010, Torres-

Acosta et al., 2012). Aunado al problema de resistencia a los antihelmínticos, se ha 

incrementado la necesidad de disminuir los residuos de medicamentos en los alimentos para 

los humanos y el ambiente, lo que obliga a que se generen otras estrategias de control 

antiparasitario que no dependan del empleo de substancias químicas. Entre estas estrategias 

están: el manejo de pastizales, uso de enemigos naturales como hongos nematófagos 

(Duddingtonia flagrans), uso de plantas nutracéuticas, crianza de razas ovinas resistentes, 

mejora de la nutrición y aplicación de vacunas (Alba-Hurtado y Muñoz-Guzmán, 2016).    

Respuesta inmune en la hemoncosis ovina 
 

La infección primaria con H. contortus en algunos corderos, resulta en una carga 

parasitaria elevada que puede persistir por meses sin que se lleve a cabo la expulsión de los 

gusanos. En otros corderos, cuando hay una exposición previa al parásito, se registra una 

notable reducción de las carga parasitaria en un posterior desafío e incluso hay corderos que 

desde la primoinfección muestran cargas parasitarias bajas (Balic et al., 2000). 

En la protección a la hemoncosis, participan e interactúan tanto factores 

inespecíficos como específicos del sistema inmune del hospedero. El proceso de expulsión 

del nematodo por los ovinos inmunizados es la culminación de varios eventos que incluyen: 

la activación de mecanismos inespecíficos de defensa, el reconocimiento de moléculas del 

parásito (antígenos somáticos y de excreción/secreción) y la inducción del tipo de respuesta 

adquirida adecuada (Alba-Hurtado y Muñoz-Guzmán, 2016). 

En muchos estudios se ha comprobado la capacidad de los helmintos para activar el 

complemento por la vía alterna y fijar algunas moléculas en su superficie (Meeusen y Balic, 

2000). Los péptidos vasoactivos y quimiotácticos (C3a y C5a) que se generan de la 
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activación del complemento por la larva, movilizan eosinófilos a la zona de infección de 

manera independiente de los mecanismos específicos (linfocitos CD4+ e IL-5).  

La expulsión de las larvas de H. contortus en ovinos, puede ser inmediata o tardía. 

La expulsión inmediata se da cuando la larva antes de internarse en su nicho (glándula 

abomasal), es atacada por mastocitos tisulares y un tipo especial de mastocitos 

intraepiteliales, conocidos como leucocitos globulosos. Otros mecanismos importantes en 

esta expulsión inmediata son: la hipermotilidad, la hipersecreción gástrica y la hiperplasia 

de células caliciformes con el consecuente aumento en la producción de moco (Balic et al., 

2002; Miller, 1996).   

La expulsión inmediata del parásito, también está asociada a la presencia en el moco 

abomasal de histamina y leucotrienos, que inhiben la motilidad de las larvas de nematodos 

in vitro. La histamina ha sido encontrada en mayor concentración en el moco abomasal de 

ovinos resistentes a la hemoncosis, coadyuva directamente a la expulsión del parásito 

promoviendo la hipersecreción e hipermotilidad del abomaso, afecta negativamente la 

fecundidad del gusano y su actividad motriz (Hohenhasus y Outteridge, 1995).  

La expulsión tardía de larvas de H. contortus, es producida cuando se monta una 

respuesta inmune específica que ataca a la larva en las glándulas abomasales. Esta acción es 

regulada por linfocitos T CD4+ y producida por anticuerpos de los isotipos IgA e IgE 

principalmente, citotoxicidad de eosinófilos dependiente de anticuerpos y activación de la 

vía clásica del complemento (Balic et al., 2002).  

Se ha observado un aumento de eosinófilos tisulares y sanguíneos asociados a la 

respuesta específica e inespecífica contra nematodos gastrointestinales. La activación de la 

vía alterna del complemento y la degranulación de mastocitos, son los responsables del 

aumento y degranulación inespecífica de eosinófilos tisulares que es independiente de IL-5. 

Durante la degranulación de los eosinófilos se liberan algunos mediadores químicos que 

promueven el aumento de la permeabilidad, la secreción de moco, la quimiotaxis y la 

coagulación. La capacidad de los eosinófilos para producir algunas citocinas como IL-4 o 

IL-10, sugieren una función reguladora de la respuesta inmune (Behm y Ovingon, 2000).  
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Las infecciones naturales y experimentales con H. contortus inducen la producción 

de anticuerpos específicos. La respuesta por anticuerpos séricos ha sido ampliamente 

estudiada y los resultados obtenidos han sido variables. Algunos estudios han asociado los 

niveles de anticuerpos séricos anti-H. contortus con la resistencia (Muñoz-Guzmán et al., 

2006). Otros estudios solamente han encontrado una asociación de los niveles de 

anticuerpos con la infección, pero no con la resistencia (Gómez-Muñoz et al., 1999; 

Amarante et al., 2005). Los anticuerpos abomasales posiblemente son más importantes para 

la protección contra nematodos gastroentéricos que los anticuerpos séricos. Se ha 

demostrado que niveles altos de IgA específica en moco abomasal, disminuyen la fertilidad 

y la longitud promedio de Teladorsagia circumcincta, que es otro nematodo abomasal de 

los ovinos (Martínez-Valladares et al., 2005). También se ha observado una correlación 

negativa entre la cantidad de IgA específica en moco abomasal y la carga parasitaria en 

infecciones con H. contortus (Amarante et al., 2005). 

Una característica típica de las infecciones helmínticas es la inducción de IgE 

específica, lo cual es el resultado directo de una respuesta tipo Th2. Entre las funciones de 

la IgE está su participación en la citotoxicidad dependiente de anticuerpos, llevada a cabo 

por eosinófilos, células cebadas y macrófagos. En ensayos in vitro, se ha demostrado la 

capacidad de esta inmunoglobulina para reconocer alergenos en la superficie de nematodos 

y de mediar el ataque de eosinófilos y células cebadas directo a la cutícula del parásito (Van 

Die et al., 1999). Se ha encontrado un incremento de los niveles de IgE locales asociados a 

la resistencia a nematodos gastroentéricos en ovinos y caprinos (Pernthaner et al., 2005; 

Pernthaner 2006; Chevrotière et al., 2012) 

La inoculación de larvas de H. contortus induce la proliferación de linfocitos T en 

linfonodos del abomaso, lo que produce el agrandamiento de los mismos y un incremento 

de linfocitos CD4+ en pared abomasal y en sangre periférica (Gill, 1994; Jacobs et al., 

1995; Muñoz-Guzmán, 2007).  

Se ha establecido en infecciones experimentales, que los linfocitos CD4+ son 

requeridos para la inducción de inmunidad en la hemoncosis ovina. La reducción de 

linfocitos CD4+ a través de anticuerpos monoclonales, abate el estado de inmunidad a H. 

contortus e incrementa la carga parasitaria en ovinos resistentes a la infección. Esto 
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también suprime la hiperplasia de los mastocitos mucosales, la infiltración por eosinófilos 

en el tejido abomasal y el desarrollo de la respuesta humoral de memoria (Gill et al., 1993; 

Peña et al., 2006). En contraparte, la disminución o la presencia de linfocitos CD8+ parece 

no tener ningún efecto sobre el estado de resistencia en los animales (Balic et al., 2002; 

Muñoz-Guzmán et al., 2012). 

Algunos estudios  parecen indicar que la diferencia entre los ovinos susceptibles y 

resistentes a la hemoncosis depende del tipo de respuesta inmune que montan en contra del 

parásito. Se ha demostrado un aumento de linfocitos CD4+ después de una infección 

experimental, tanto en ovinos susceptibles como en ovinos resistentes. Lo anterior indica 

que ambos grupos responden a la presencia del parásito, sin embargo lo hacen en forma 

diferenciada. Los ovinos susceptibles producen una mayor cantidad de INFγ, presentan 

menor cantidad de anticuerpos séricos específicos, eosinófilos sanguíneos y eosinófilos 

abomasales que los ovinos resistentes, por lo que probablemente presentan una respuesta 

tipo Th1 (Gill et al., 2000; Muñoz-Guzmán et al., 2006; Shakya et al., 2011). Mientras que 

los ovinos resistentes montan una respuesta tipo Th2. Además, se ha observado una 

respuesta diferenciada en distintas regiones abomasales. Muñoz-Guzman et al., (2012) 

demostraron en una infección experimental con H. contortus que los corderos de una raza 

resistente presentaron en la región pilórica abomasal una respuesta tipo Th2 (aumento de 

eosinófilos y linfocitos CD4+) asociada a resistencia, que no fue observada en la región 

fúndica de estos corderos ni en la mucosa abomasal de los corderos susceptibles. 

 En una primera infección con H. contortus, los linfocitos abomasales de ovinos de 

razas susceptibles, no son capaces de producir las citocinas asociadas a una respuesta tipo 

Th2, pero en infecciones posteriores la producción de estas citocinas aumenta. Si bien estos 

ovinos, no alcanzan los niveles de resistencia que los ovinos genéticamente resistentes, si 

explica porque los ovinos adultos de razas susceptibles resisten mejor la infección por H. 

contortus (Alba-Hurtado y Muñoz-Guzmán, 2013).  

Por último, se ha demostrado que la nutrición modifica la respuesta inmune a las 

infecciones por H. contortus. Dietas altas  en proteínas (superiores a 129 g/kg de materia 

seca) o la suplementación con algunos microminerales como selenio y cobre parecen 
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mejorar la respuesta inmune de los ovinos y reducir las cargas parasitarias (Bricarello et al., 

2005; Valderrábano et al., 2006; Rocha et al., 2011).  

Inmunización contra la hemoncosis 
 

Se han utilizado antígenos ocultos del intestino de adultos de H. contortus para 

inducir inmunidad. Estos antígenos inducen a través de una respuesta tipo Th2 la 

producción de anticuerpos séricos de los ovinos, los cuales son ingeridos junto con el resto 

de los componentes sanguíneos por los nematodos en el momento de alimentarse. Los 

anticuerpos ingeridos reconocen los antígenos intestinales y alteran el funcionamiento 

digestivo (Knox et al., 2003). Los antígenos intestinales mejor caracterizados y más 

efectivos son los complejos enzimáticos conocidos como H11 y H-gal-GP. La combinación 

de estos antígenos que han sido obtenidos directamente de gusanos adultos, produce una 

protección sustancial contra la infección natural por H. contortus en ovinos (Smith et al., 

2001; LeJambre et al., 2008; Cachat et al., 2010).  Sin embargo, la corta duración de la 

protección inducida y la dificultad para la producción de los inmunógenos a gran escala, 

son las principales limitantes que han dificultado su uso comercial. Los intentos de 

inmunización con estos mismos antígenos  expresados en forma recombinante en 

Escherichia coli y células intestinales de insectos, han sido infructuosos (Smith y Zerlenga, 

2006; Cachat et al., 2010).  

Se han evaluado otras fracciones antigénicas como inmunógenos. Molina et al. 

(2012), inmunizando con fracción enriquecida con una cistein proteasa obtenida a partir de 

gusanos adultos de H. contortus y Fawzi et al., (2014) inmunizando con la proteína 

somática Hc23, protegieron ovejas y cabras en una infección experimental con el parásito. 

Los antígenos de 70-83 kDa obtenidos de la superficie de larvas desnudas y los antígenos 

de excreción/secreción de 15 y 24 kDa han demostrado producir algún grado de protección 

(Schalling et al., 1997; Jacobs et al., 1999).  

Debido a la dificultad para obtener suficiente cantidad de antígenos de H. contortus, 

se ha intentado recurrir a otras estrategias de inmunización, como el uso de mimótopos del 

parásito. En este sentido, Vázquez (2016) obtuvo, identificó y caracterizó epítopos 

inmunodominantes de la L3 de H. contortus, seleccionados con anticuerpos heterólogos, a 
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partir de bibliotecas combinatorias de Phage Display, para esto, primero se obtuvieron 

sueros hiperinmunes en conejos contra antígenos de L3 de H. contortus, después con ellos 

se seleccionaron clonas a partir de bibliotecas combinatorias de péptidos en Phage Display,  

una vez obtenidas se realizó la caracterización genética y peptídica. Posteriormente, 

seleccionó 5 clonas para ser inoculadas en conejos y obtener anticuerpos. Los sueros de 

estos conejos se emplearon en ensayos de ELISA e inmunotransferencia para evaluar su 

reactividad contra antígenos nativos del parásito adulto y L3. La mayoría de los antisueros 

de los conejos inoculados con las clonas seleccionadas reaccionaron contra antígenos de L3 

y adulto, indicando que los péptidos seleccionados mimetizan antígenos naturales del 

parásito, conservados en diferentes fases de desarrollo. En este trabajo se evaluó el 

potencial inmunogénico de estos mimótopos de H. contortus en ovinos (hospedador 

natural).  

JUSTIFICACIÓN  

La hemoncosis es una enfermedad de gran importancia económica en los rebaños 

ovinos. La presencia de cada vez más cepas de H. contortus resistentes a los fármacos 

antihelmínticos hace necesario buscar otras alternativas de control. La vacunación es una de 

ellas y es por eso que se requiere buscar e identificar proteínas inmunogénicas de H. 

contortus que puedan ser utilizadas como blanco de la respuesta inmune y de esta forma 

hacer un mejor control de esta importante enfermedad. 

Se ha propuesto que algunos mimótopos podrían ser utilizados como inmunógenos. 

Una serie de mimótopos de H. contortus fue obtenida a partir de una biblioteca de fagos en 

la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNAM (Vázquez, 2016). Estos 

mimótopos demostraron ser inmunogénicos y producir anticuerpos que reaccionan contra 

antígenos del parásito en conejos. Sin embargo, antes de plantear ensayos de protección en 

ovinos es necesario evaluar si estos mimótopos son capaces de inducir una respuesta 

inmune contra antígenos de larva 3 de H. contortus en el hospedador definitivo. 
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HIPÓTESIS 

Si se administran a ovinos mimótomos de H. contortus obtenidos a partir de una 

biblioteca de fagos, estos ovinos producirán anticuerpos séricos capaces de reconocer 

antígenos naturales obtenidos de la L3 del parásito.  

 

OBJETIVO 
 

Identificar por la técnica de Western blot y ELISA antígenos de la larva 3 de H. 

contortus que son reconocidos por anticuerpos séricos de la clase IgG de ovinos inoculados 

experimentalmente con mimótopos del parásito desarrollados en una biblioteca de fagos. 

 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

Lugar de realización 

El presente estudio se desarrolló en el Laboratorio de Inmunología y Biología 

Molecular de Parásitos (laboratorio 1) de la Unidad de investigación Multidisciplinaria de 

la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlán de la UNAM. Los animales se mantuvieron 

en los corrales de posgrado de la misma facultad.   

Animales  

Se usaron 20 ovinos machos, de la raza Columbia de aproximadamente seis meses 

de edad, criados desde su nacimiento en condiciones libres de la infección por nematodos 

gastroentéricos y sin eliminación de huevos en heces al inicio del experimento. Estos, 

fueron distribuidos en cuatro grupos conformados por cinco animales cada uno y se 

mantuvieron en confinamiento total en una corraleta por grupo. La alimentación fue a base 

de alfalfa achicalada (4% de su peso vivo) y agua ad libitum.  
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Clonas 

Las clonas (mimotópos) expresadas en fagos M13mp19 utilizadas en este trabajo, 

fueron seleccionadas y caracterizadas en el Laboratorio de Genética Molecular del 

Departamento de Genética y Bioestadística de la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia de la UNAM. Estas clonas fueron donadas por el Dr. Rogelio Alonso Morales 

para el presente estudio. El número de identificación y la secuencia peptídica de cada 

mimótopo se presenta en el Cuadro 1.  

 

Cuadro 1.- Número de identificación y secuencia peptídica de los mimótopos de H. contortus 

utilizados en el presente estudio. 

Clona Secuencia de aminoácidos 

7 EPNNGDGSWRWL 

8 TFPMTYQSLSN 

13 LFAYWWNGVRGP 

14 CTNANHYFC 

 Diseño experimental para inmunización con mimótopos  
 

La selección de las combinaciones de clonas utilizadas en este estudio, se realizó 

con base a las combinaciones de clonas más inmunogénicas observadas en un estudio 

previo en conejos (Vázquez, 2016) y a la disponibilidad de corderos.  

Los corderos fueron distribuidos en 4 grupos (n=5). En las semanas cero, dos y 

cuatro del experimento, los corderos del grupo 1 recibieron subcutáneamente 200 µg de un 

pool de las clonas de mimótopos identificadas como 7, 8, 13 y 14. Los corderos del grupo 2 

recibieron subcutáneamente 200 µg de un pool las clonas de mimótopos identificadas como 

13 y 14. Los corderos del grupo 3 recibieron subcutáneamente 200 µg de la clona original 

(no selecionada) M13mp19. Los corderos del grupo 4 solo recibieron un placebo y fueron 

utilizados como grupo control negativo. Semanalmente se obtuvo suero de todos los 

corderos, durante las 6 semanas que duro el experimento. Se midieron por ELISA los 
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niveles de IgG anti-antígenos de L3 de H. contortus en las semanas -2, 0, 2, 4 y 6 del 

experimento.  En la semana 6 del experimento se determinó por Western Blot los antígenos 

de L3 de H. contortus reconocidos por los sueros de los corderos experimentales.   

 

Toma de muestras 

Las muestras de sangre se tomaron semanalmente de la yugular de los animales en 

tubos vacutainer sin anticuagulante, posteriormente fueron centrifugadas para obtener  el 

suero. Los sueros fueron conservados a -20 °C hasta su uso. 

 

Parásitos 

Las L3 de H. contortus se obtuvieron a partir de las heces de un cordero donador 

infectado con una cepa pura de H. contortus, aislada y mantenida en la FES Cuautitlán 

(Valdez-Ramírez, 2004). Directamente del recto se tomaron heces del ovino infectado, 

estas fueron colocadas en la base de cajas de Petri chicas (10 cm diámetro), las cuales 

fueron colocadas en cajas de Petri grandes (15 cm diámetro) y en el espacio restante se 

agregó agua, los cultivos se taparon e incubaron a 26-28 °C durante 7 días. Finalmente, las 

larvas se colectaron a partir del líquido presente entre las dos cajas o por medio de la 

técnica de Baermann (Alba, 2007). 

 

Obtención de antígenos de L3 de H. contortus 
 

La suspensión con L3 recuperadas se centrifugó en un gradiente de sacarosa (8 mL 

de solución de sacarosa al 40% mas 2 mL de suspensión de larvas) a 2000 g durante 5 

minutos. Se recuperaron cuidadosamente las larvas de la interfase y se lavaron tres veces 

con agua destilada por centrifugación a 640 g durante 5 minutos (Gutiérrez-Amézquita, 

2018). Por último, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió la pastilla en 1 mL de 

solución de lisis (inhibidor de proteasas 1 mg, Tritón 100X 10 µl agua desionizada cbp 1 

mL). La suspensión se congeló en un mortero a -80 °C y posteriormente se maceró, este 
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proceso se repitió 3 veces. Posteriormente, las suspensión fue centrifugada a 12,000 rpm 

durante 10 minutos, el sobrenadante (donde se encuentran las proteínas) fue separado y 

filtrado a través de membranas de 0.22 µm. Finalmente, se determinó la concentración de 

proteínas en el sobrenadante mediante la técnica de Bradford y fue mantenido a -20 °C 

hasta su uso (Muñoz-Guzmán, 2007).  

ELISA  
 

Se utilizó la técnica estandarizada y descrita por Muñoz-Guzmán, et al. (2006). Se 

sensibilizaron placas de poliestireno de 96 pozos con 50 µL de una solución de 2.25 µg/mL 

de antígeno de L3 de H. contortus en buffer de carbonato-bicarbonato pH 9.6, incubando la 

placa durante toda la noche a 4°C. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 0.1% y se 

bloquearon con albúmina sérica bovina al 5% a 4°C durante toda la noche. Al otro día las 

placas se volvieron a lavar 3 veces con PBS-Tween 0.1% y una vez con agua desionizada, 

se secaron y se almacenaron en congelación hasta su uso. En las placas sensibilizadas se 

agregaron 5 µL de suero problema (1:400) por pozo y se incubaron durante dos horas a 

37°C. Las placas se lavaron tres veces con PBS-Tween 0.1%, por pozo se agregaron 50 µL 

de un conjugado de conejo anti-IgG de ovino marcado con peroxidasa (1:5000) y se 

incubaron durante una hora a 37°C. Se lavaron las placas con PBS-Tween 0.1% y se 

agregaron 100 µL de una solución de OPD al 5% y peróxido de hidrógeno 0.01% en buffer 

de citrato. La reacción se paró a los 15 minutos con una solución de ácido orto-fosfórico 

6% y finalmente las placas fueron leídas a 492 nm en un lector de ELISA.  

Todos los sueros se probaron en dos pozos con antígeno y dos pozos sin antígeno, el 

promedio del valor en D.O. resultado de estos pozos sin antígeno fue sustraído al resultado 

de los pozos probados con el mismo suero en presencia del antígeno, lo anterior fue 

realizado para restar la reacción inespecífica y obtener la absorbancia específica (AbsE). 

Como control positivo, en cada placa se obtuvo la AbsE del suero de un cordero infectado 

experimentalmente con H. contortus. Los datos por duplicado de los sueros fueron 

promediados y posteriormente transformados a valores de porcentaje de absorbancia (% 

Abs) tomando como referencia el control positivo utilizado en cada placa mediante la 

siguiente fórmula (Muñoz-Guzmán et al., 2010; Alvarez-Guerrero et al., 2011). 
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                AbsE del suero problema  

% Abs= ----------------------------------------- X 100 

               AbsE del suero control positivo. 

 

Western blot 
 

Los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE), la electrotranferencia y el Western Blot 

(WB) se realizaron de acuerdo a la técnica descrita por Coligan et al. (1994) y modificada 

por Muñoz-Guzmán et al. (2006). Se preparó un gel de poliacrilamida al 12% para la 

separación electroforética de las proteínas (76 µg por gel) de L3 de H. contortus. Las 

proteínas se transfirieron pasivamente a una membrana de nitrocelulosa, la cual fue 

bloqueada con leche descremada al 5% y cortó en tiras de 5 mm. Cada tira se incubó con 

una dilución 1:10 de suero de ovinos durante toda la noche. El día siguiente las tiras se 

lavaron 5 veces con PBS Tween al 0.3% y se incubaron en agitación con un mL de 

conjugado anti IgG ovino (1:500) durante 2 horas. Posteriormente se lavaron 7 veces con 

PBS Tween al 0.3%. Finalmente se incubaron con 1 mL de solución reveladora (peróxido 

de hidrogeno 0.01%, 4-cloro-naftol 0.05%, metanol 40% en solución tris-base pH 7.5) 

hasta la aparición de las bandas.  

 

Análisis estadístico 

Los % Abs de los niveles de IgG en la prueba de ELISA fueron comparados 

mediante ANOVA para muestras repetidas usando el programa Statistica for Windows®.  

 

RESULTADOS  
 

Los promedios de los % Abs contra antígenos de L3 de H. contortus obtenidos de los 

sueros de los corderos de los diferentes grupos, se muestra en las figuras 1, 2 y 3. Se 

observaron algunas diferencias numéricas entre los grupos durante los diferentes días del 
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experimento, sin embargo, no fueron significativas en ningún momento del experimento   

(p > 0.05).   

 

Figura 1.-   Promedio % Absorbancia específica de producción de IgG anti-L3 de 

Haemonchus contortus en los corderos Columbia de los cuatro grupos (n=5) al inicio del 

experimento (semana cero). No se observaron diferencias (p>0.05) entre los cuatro 

grupos.  
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Figura 2.- Promedio del % Absorbancia específica de producción de IgG anti-L3 de 

Haemonchus contortus en diferentes grupos corderos Columbia (n=5), seis semanas 

después de la administración subcutánea de diferentes clonas de mimótopos de L3 de 

Haemonchus contortus. Los corderos del grupo 1 recibieron un pool de las clonas 

identificadas como 7, 8, 13 y 14. Los corderos del grupo 2 recibieron un pool las clonas de 

mimótopos identificadas como 13 y 14. Los corderos del grupo 3 recibieron la clona 

original (no selecionada) M13mp19. Los corderos del grupo 4 solo recibieron un placebo y 

fueron utilizados como grupo control negativo. No se observaron diferencias (p>0.05) 

entre los cuatro grupos.  
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Figura 2.- Promedio del % Absorbancia específica de producción de IgG anti-L3 de 

Haemonchus contortus en diferentes grupos corderos Columbia (n=5), diez semanas 

después de la administración subcutánea de diferentes clonas de mimótopos de L3 de 

Haemonchus contortus. Los corderos del grupo 1 recibieron un pool de las clonas 

identificadas como 7, 8, 13 y 14. Los corderos del grupo 2 recibieron un pool las clonas de 

mimótopos identificadas como 13 y 14. Los corderos del grupo 3 recibieron la clona 

original (no selecionada) M13mp19. Los corderos del grupo 4 solo recibieron un placebo y 

fueron utilizados como grupo control negativo. No se observaron diferencias (p>0.05) 

entre los cuatro grupos.  
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El número de corderos de cada grupo que reconocieron los antígenos de L3 de H. contortus 

en la semana 6 del experimento se presentan en el cuadro 2. Los sueros solo reconocieron 

bandas de 33 y 37 kDa.  

 

Cuadro 2.- Número de corderos que reconocieron antígenos de larva 3 de H. contortus en la 

semana 6 del experimento en los diferentes grupos experimentales. 

 
GRUPO 37 kDa 33 kDa 

   

1 2 1 

   

2 1 1 

   

3 2 1 

   

4 1 0 

 

 

DISCUSIÓN 
 

La hemoncosis es una enfermedad de gran importancia económica en los rebaños 

ovinos de México. La presencia de cepas de H. contortus resistentes a los fármacos 

antihelmínticos hace necesario la continua búsqueda de otras alternativas de control como 

puede ser el desarrollo de vacunas. Por lo anterior, se requiere buscar e identificar antígenos 

de H. contortus que pudieran estimular la respuesta inmune contra la hemoncosis y lograr 

reducir los efectos de la enfermedad.  

En un estudio previo realizado en la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia 

de la UNAM (Vázquez, 2016), se identificaron y caracterizaron epítopos 

inmunodominantes de la L3 de H. contortus, seleccionados con anticuerpos heterólogos, a 
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partir de bibliotecas combinatorias de Phage Display, para esto, primero se obtuvieron 

sueros hiperinmunes en conejos contra antígenos de L3 de H. contortus y con ellos se 

seleccionaron 4 clonas a partir de bibliotecas combinatorias de péptidos en Phage Display,  

una vez obtenidas se determinó su secuencia genética y nucleotídica. Las propiedades 

antigénicas de las clonas fueron evaluadas por ELISA, los antisueros de conejos inoculados 

con clonas seleccionadas, en su mayoría reaccionaron contra antígenos de L3 y antígenos 

de la fase adulta, indicando que los péptidos seleccionados corresponden a mimótopos 

naturales del parásito que son conservados en estas fases de desarrollo. Sin embargo, los 

resultados anteriores se obtuvieron en conejos que no son hospedadores naturales, por lo 

que en este estudio se evaluó la antigenicidad de los mismo mimótopos en ovinos, que son 

los hospedadores habituales de H. contortus. Es importante realizar este tipo de estudios 

antes de intentar realizar estudios de protección inducida con estos mimótopos.   

Se ha asociado la presencia de anticuerpos específicos con la resistencia inducida 

contra la hemoncosis experimental (Gómez-Muñoz et al., 1999; Muñoz-Guzmán et al., 

2006). En el presente estudio se inocularon dos grupos de corderos con dos diferentes 

mezclas de las clonas, la producción de anticuerpos fue variable y no se observó un 

aumento (p>0.05) de anticuerpos específicos en ninguno de los grupos de corderos 

inoculados con los mimótopos. Los resultados anteriores indican que si bien, los 

mimótopos utilizados fueron capaces de inducir respuesta específica contra L3 de H. 

contortus en conejos, estas clonas bajo las condiciones de este experimento no produjeron 

una respuesta específica por anticuerpos contra L3 de H. contortus en los corderos 

evaluados.  

La prueba de Western blot se utiliza para evaluar el perfil de antígenos de un agente 

etiológico que son reconocidos por el suero de un hospedador. Se ha demostrado que la 

infección experimental con H. contortus en corderos estimula la producción de anticuerpos 

contra hasta 11 diferentes antígenos (416, 298, 182, 114, 95, 78, 57, 45, 39, 29 y 19 kDa) 

de L3 de H. contortus (Muñoz-Guzmán et al., 2006). En el presente estudio, solo algunos 

corderos reconocieron en la semana 6 post-infección antígenos de 33 y 37 kDa que 

probablemente correspondan a los de 29 y 39 kDa anteriormente reportados. Por otro lado, 

algunos corderos de los grupos testigos reconocieron estos mismos antígenos (grupos C y 

D), lo que sugiere que el reconocimiento fue inespecífico.   
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 El reconocimiento e intensidad de la respuesta contra un antígeno depende de 

algunos factores, entre los que se rencuentran: naturaleza del antígeno, cantidad del 

antígeno, vía de administración, presencia de adyuvantes, especie, edad y raza del 

hospedador. Los mimótopos utilizados a las mismas concentraciones de este estudio, 

indujeron un aumento significativo de anticuerpos específicos contra L3 de H. contortus en 

conejos (Vazquez, 2016), sin embargo, esto no fue observado en ovinos. A primera vista, lo 

anterior, podría deberse a que son especies diferentes con sistemas diferentes de 

reconocimiento antigénico. Otros factores probablemente involucrados en la falta de 

respuesta pueden ser, el tamaño y peso del modelo animal (ovinos 40-50 kg contra conejos 

de 2 kg).  

 Si bien, la inoculación de los mimótopos no indujo un aumento de la respuesta 

inmune contra H. contortus en los corderos, esto no implica desechar esta estrategia para 

estimular una respuesta inmune protectora. Algunos ajustes que se pueden hacer al modelo 

son: aumento de la concentración de antígeno (mimótopos), uso de adyuvantes, aumento de 

número de aplicaciones y desarrollo de nuevos mimótopos de H. contortus.  Por lo anterior, 

antes de realizar ensayos de protección contra la hemoncosis con mimótopos, es necesario 

desarrollar estrategias para lograr un aumento de la respuesta inmune posterior a la 

administración de los mimótopos. 

 

CONCLUSIONES 
 

 La administración de los mimótopos utilizados no indujo un aumento significativo 

de anticuerpos específicos contra H. contortus en corderos. 

 

 La administración de los mimótopos utilizados no indujo un reconocimiento 

específico de antígenos de L3 de H. contortus.  

  

 Se deben mejorar la estrategia de administración de los mimótopos para tratar de 

inducir una respuesta inmune específica antes de intentar ensayos de protección.  
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