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Resumen.

El objetivo del presente trabajo fue aplicar y evaluar la técnica de
explantes para conocer el grado de asociacion al tejido abomasal de ovino
de larvas infectantes de Haemonchus contortus. El trabajo se efectuo en la
Facultad de Estudios Superiores (FES) Cuautitlan, en el Médulo de Ovinos
de la Unidad de Posgrado y en el Laboratorio 3 de la Unidad de
Investigacion Multidisciplinaria. La técnica consistio en desafiar el tejido
abomasal de cuatro ovinos de la raza Blackbelly in vitro con larvas de
tercer estadio de la cepa de H. contortus de la FES Cuautitlan. La
proporcion de larvas de H. contortus que penetraron a la mucosa abomasal
del explante se expres6 como porcentaje de asociacion al tejido (PAT), el
cual oscilo entre 57.7 y 59.9% y del 60.0%, 58.4% y 56.9% para las
regiones fundica, cardica y pilorica, respectivamente. Solo hubo diferencias
estadisticamente significativas (p< 0.05) entre la region fundica y pilérica.
Se concluye que la técnica de explantes abomasales es una herramienta
confiable para la investigacion en el estudio de las primeras fases de
establecimiento de la parasitosis provocada por H. contortus y de factores
que las pueden modificar.



Introduccion.

Las enfermedades parasitarias se encuentran entre las causas mas
frecuentes e importantes que ocasionan una ineficiencia biologica y
economica en los sistemas pecuarios del pais. La nematodiasis
gastroentérica es una enfermedad producida por la presencia y accion de
varias especies de nematodos que se localizan en el abomaso, intestino
delgado, ciego y colon de los rumiantes (Cuéllar, 2003).

De acuerdo a su localizacion, los géneros de los principales parasitos
responsables de la nematodosis gastrointestinal en los rumiantes son:

Abomaso: Haemonchus, Teladorsagia, Trichostrongylus, Mecistocirrus.

Intestino delgado:Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus, Strongyloides y
Bunostomum.

Ciego: Skrjabinema y Trichuris.
Colon: Chabertia'y Oesophagostomum.

La elevada prolificidad, adaptabilidad y resistencia a diversas condiciones
climaticas, hacen que los nematodos gastroentéricos (NGE) tengan una
amplia distribucion geografica y alta pirevalencia, tanto en regiones con
clima tropical, como en regiones templadas (Quiroz, 2003). Su desarrollo
larvario puede darse incluso en temperaturas elevadas (climas tropicales),
debido a que la humedad y la vegetacion prevaleciente en estos climas son
esenciales para mantener los huevos viables en el interior de las heces y
asegurar el desarrollo de la larva. Otro factor que contribuye a la presencia
de NGE es que algunas ovejas en areas endémicas no desarrollan
inmunidad eficaz frente a ellos, por lo que se produce una contaminacion
constante del pasto (Urquhart y col., 2001).

De la amplia gama de nematodos que afectan a los ovinos sobresale
Haemonchus contortus que por sus habitos hematofagos se convierte en
uno de los que tiene mayor grado de virulencia (Quiroz. 2003).

El H. contortus tiene la siguiente clasificacion taxonéomica (Urquhart y col.,
2001):



Reino: Animalia

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Nematoda

Orden: Strongylida

Suborden: Strongylina
Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Trichostrongyloidea
Subfamilia: Haemonchinae
Género: Haemonchus

Especie: H. contortus

Los adultos del H. contortus habitan en el abomaso, los machos miden de
10 a 20 mm y son de color rojo, las hembras miden de 18 a 30 mm y
adoptan forma de espirales rojas y blancas (Soulsby, 1988), por eso se ha
sugerido el término de gusano con forma de “poste de barberia” (Lapage,
1984; Quiroz, 2003); otra sinonimia es “gran gusano del estomago de los
rumiantes” (Soulsby, 1988).

En la parte anterior tiene una pequena cavidad bucal con una lanceta,
sobre la superficie de tercio anterior del cuerpo hay un par de papilas
cervicales. Los machos terminan en una bolsa copulatriz bien
desarrollada, poseen dos espiculas iguales que sobresalen del cuerpo. Las
hembras terminan en punta roma, con la vulva localizada al finalizar el
segundo tercio del cuerpo y esta cubierta por una prolongacion de la
cuticula llamada labio vulvar (Soulsby, 1988; Alba, 2007).

Los huevos son ovales e incoloros, miden de 70 a 85 um de largo por 41 a
48 um de ancho y estan blastomerados. Los huevos de este parasito son
muy parecidos a los de otros NGE por lo que en términos generales, los
huevos de H. contortus se reportan como huevos de NGE y es necesario
realizar un cultivo larvario para precisar el género y especie (Soulsby,
1988; Alba, 2007).

El ciclo biologico de H. contortus es directo, el ciclo completo tiene una
duracion de 28 a 35 dias dependiendo de la zona y el clima (Quiroz, 2003)
y consta de dos fases una no parasitaria o también llamada exogena y una
parasitaria o también llamada endogena (Lapage, 1981).

La fase exdogena inicia con la eliminacion de huevos en la materia fecal,
contaminan los pastizales, donde se desarrollan tres etapas larvarias no
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parasitarias (Lapage, 1984; Quiroz, 2003; Bowman y col., 2004). Se
requieren condiciones adecuadas de humedad, temperatura y oxigeno para
el desarrollo de la larva de primer estadio (Li1) dentro del huevo (Quiroz,
2003). Las L1 eclosionan uno o dos dias después de que fueron eliminados
los huevos y se alimentan de bacterias, hongos y materia organica de sus
alrededores, después de algunos dias mudan su epidermis (primera
ecdisis) y se transforman en larva dos (L2) que también se alimenta de
bacterias y materia organica, sigue creciendo hasta que madura y forma
una nueva epidermis y se transforma en larva de tercer estadio (Ls), que
son las infectantes (Lapage, 1984; Soulsby, 1998; Meana y Rojo, 1999).

En la segunda ecdisis la epidermis se conserva temporalmente como una
envoltura o una vaina protectora suelta alrededor de la L3 y no se
desprende de ella hasta que encuentra al hospedador adecuado (Bowman
y col.,, 2004), por lo tanto no se puede alimentar y se mantiene de los
granulos de material alimenticio que se almacenaron dentro de las células
que recubren su intestino (Lapage, 1984). Esta envoltura protege a la L3 de
la desecacion y otros factores ambientales a los cuales se encuentra
expuesta fuera del hospedador y puede resistir condiciones desfavorables
sobre los pastos, en esto difieren de las L1 y de las Lz, ademas de no poder
infectar a un nuevo hospedador, si son ingeridas por algin animal seran
digeridas (Lapage, 1984). En condiciones adecuadas el desarrollo de la L3
se alcanza de 4 a 7 dias después de haber sido eliminados los huevos
(Lapage, 1984). La Lz es muy activa y es capaz de desplazarse
verticalmente sobre la superficie humeda de los vegetales. La migracion
vertical les permite subir a las gotas de rocio que se encuentran en las
puntas de los pastos en las mananas o en los dias nublados (Soulsby,
1988). Esto ultimo por los tropismos de esta larva: hidrotropismo positivo,
que es lo que le hace buscar zonas humedas; fototropismo negativo, que
quiere decir que la larva evita el contacto con la luz intensa; termotropismo
positivo a la temperatura optima (de 15 a 30° C) y por ultimo geotropismo
negativo, ya que se aleja del suelo buscando la parte alta de los pastos
(Quiroz, 2003).

La dispersion de las larvas se ve favorecida por diversos factores, entre los
cuales se encuentra la lluvia; en forma mecanica cuando el ganado acarrea
materia fecal en sus patas; por los insectos y acaros copréfagos; también
se ha mencionado que esporas de hongos del genero Pilobolus son capaces
de lanzar las larvas de un metro a metro y medio de distancia del bolo
fecal, esto es importante debido a que los animales no consumen forraje
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que se encuentra cerca de la materia fecal (Lapage, 1984; Soulsby, 1988;
Meana y Rojo, 1999; Quiroz, 2003).

Una caracteristica de sobrevivencia de estos parasitos es su resistencia a
la desecacion y algunas pueden sobrevivir de uno a tres meses en el pasto
o heces (Meana y Rojo, 1999). El rango de temperatura ideal para su
desarrollo es de 15 a 27° C. La humedad relativa para que las larvas se
desarrollen oscila del 70 al 100%, de lo contrario mueren (Meana y Rojo,
1999), por lo tanto, cuando las condiciones son favorables, se pueden
acumular una gran cantidad de larvas infectantes sobre los pastos en muy
poco tiempo. Sin embargo, las posibilidades de transmision se encuentran
limitadas por la susceptibilidad de las larvas a la deshidratacion y al frio
(Radostits y col., 2002).

Los animales se infectan al ingerir las L3 junto con el pasto (Bowman y
col., 2004) e inicia la fase endogena. Aproximadamente a los 30 minutos la
L3 pierde su vaina en el rumen (Lapage, 1984; Meana y Rojo, 1999),
después pasa al abomaso y penetra las criptas glandulares gastricas, H.
contortus tiene afinidad por la mucosa de la region findica (Meana y Rojo,
1999), una vez ahi, la L3 comienza a alimentarse de sangre y muda a larva
cuatro (L4) en el interior de las glandulas gastricas, causando danos
tisulares diversos durante todo este proceso (Soulsby, 1988; Simpson y
Lawton, 1997; Gomez y col., 1999; Velazquez, 2000). La L4 sale de la
mucosa a la luz abomasal y muda a larva cinco (Ls) o preadulto (Norman,
1978; Meana y Rojo, 1999), ésta se desarrolla directamente, sin ecdisis
hasta transformarse en el gusano adulto, macho o hembra (Lapage, 1984).

Las fases adultas copulan y la hembra comienza a producir huevos en
aproximadamente 18 dias después de la ingestion de la L3, segun las
condiciones climaticas. La produccion de huevos aumenta hasta alcanzar
una descarga maxima de los mismos en un periodo de 25 a 30 dias
(Meana y Rojo, 1999; Quiroz, 2003). Las hembras pueden producir de
5,000 a 10,000 huevos al dia (Lapage, 1984; Meana y Rojo, 1999).

En algunas circunstancias el desarrollo larvario se detiene dentro del
hospedador en la fase de Ls durante 4 6 5 meses, se le conoce como
hipobiosis (Meana y Rojo 1999). La naturaleza del estimulo se desconoce
aunque algunos trabajos mencionan que se debe a factores genéticos,
inmunologicos o ambientales, el fenomeno coincide con condiciones
ambientales adversas (meses frios y épocas secas) (Quiroz, 2003; Meana y
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Rojo 1999). La hipobiosis ayuda a garantizar supervivencia y parece tener
un caracter heredable considerado como una adaptacion del parasito a la
resistencia del hospedador (Meana y Rojo 1999).

La reanudacion del desarrollo de las larvas se produce cuando las
condiciones ambientales son adecuadas para la supervivencia de las fases
libres y esta asociada con algun estimulo estacional (Lapage, 1984). Se ha
mencionado que esa reanudacion también esta asociada a estimulos
ligados a factores hormonales e inmunologicos de los animales
parasitados; en las ovejas gestantes se ha propuesto que la
inmunosupresion y las hormonas producidas alrededor del parto,
principalmente la prolactina actian como estimulo para la reactivacion
larvaria (Blitz y Gibbs, 1971). Desde el punto de vista patologico es muy
importante, pues la desinhibicion sincréonica de las larvas hipobidticas
puede dar lugar a procesos graves. También es importante desde el punto
de vista epidemiologico, ya que al coincidir en el tiempo de madurez sexual
de los adultos procedentes de larvas hipobiodticas, se eliminan cantidades
elevadas de huevos que contribuyen en forma significativa a la
contaminacion ambiental, en una época del ano favorable para el
desarrollo de L3, que aumenta el riesgo de infeccion para los animales
jovenes (Meana y Rojo, 1999).

En ausencia de hipobiosis, el periodo de prepatencia varia ente 15 y 20
dias (Soulsby, 1987; Meana y Rojo, 1999).

La epidemiologia de la hemoncosis esta condicionada principalmente por
la elevada fecundidad de las hembras y por la velocidad a la que las larvas
infectantes pueden desarrollarse (Cuéllar, 1986; Soulsby, 1988) y es
diferente en las areas tropicales, subtropicales o en zonas templadas
(Urguhart y col., 2001). Los factores predisponentes de la enfermedad son
la sobrecarga del pastoreo, pastos suculentos, climas humedos y calidos.
Ademas existen otros factores propios del hospedador, entre los que se
encuentra la raza, su estado nutricional y fisiologico (Cuéllar, 1992; Miller
y col., 1998; Bowman y col., 2004). Los habitos alimenticios de los ovinos
favorecen la infeccion, estos son altamente selectivos, consumen forraje
fresco, tierno, que contiene mucha humedad, que por lo tanto pueden
contener un gran numero de larvas infectantes que desencadenan cuadros
clinicos de la enfermedad (Cuéllar, 1992)



En Meéxico la parasitosis es muy comun, la mayoria de los rumiantes se
encuentran en pastizales comunales, en los que pastan animales de
distintos duenos y en terrenos sobrepastoreados, donde la contaminacion
es muy grande (Cuéllar, 1992).

La presencia de H. contortus ocurre tanto en animales jovenes como en
adultos, sin embargo, la presentacion clinica de la enfermedad es mas
comun en corderos de seis a ocho meses de edad (Cuéllar, 1992).

Las Lz migran mejor en climas humedos y calidos. Una larva puede
encontrarse a 90 cm de los residuos de materia fecal en 24 horas, pero
mas del 90% se encuentran a 10 cm, por lo tanto el numero disminuye
logaritmicamente al aumentar la distancia (Blood y col., 1986).

El factor racial es uno de los que determina la severidad de la hemoncosis.
Es una opinion generalizada el hecho de que los animales nativos o
genéricamente llamados criollos, resisten mas las infecciones parasitarias
en relacion a los animales de razas puras o exoticas, esta situacion se
explica por una seleccion natural que ha ocurrido en los animales nativos,
dando lugar a una progenie con las mismas caracteristicas de resistencia a
este nematodo (Cuéllar, 1992; Coop y Sykes, 2002).

El estado nutricional del animal juega un papel muy importante en la
susceptibilidad a la hemoncosis. Los animales subnutridos por lo regular
presentan cargas parasitarias mayores en relacion a aquellos que
mantienen condiciones nutricionales 6ptimas (Cuéllar, 1992).

El estado fisiologico, puede favorecer una mayor poblacion de nematodos
adultos en abomaso. Particularmente en el alza posparto o alza lactacional,
hay un aumento en la eliminacion de huevos de NGE en las ovejas que
estan cerca del parto o lactando (Soulsby, 1988). En realidad existen dos
aumentos de la cantidad de huevos de NGE que en general coinciden en
tiempo, el lactacional en las hembras en cualquier tiempo y el de la
primavera, que ademas de presentarse en hembras que paren se presenta
con menor intensidad en las hembras virgenes y en machos (Quiroz,
2003).

La hemoncosis se puede presentar como una enfermedad hiperaguda o
aguda resultado de la maduracion o ingestion de grandes cantidades de
larvas. Puede provocar una enfermedad cronica mas insidiosa si las cargas
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de vermes son bajas o moderadas (Jubb y Kennedy, 1990). Los efectos del
gusano sobre el animal también varian de acuerdo con la edad del
individuo, el grado de inmunidad que se haya producido, el estado
nutricional y la salud del individuo (Quiroz, 2003).

La actividad hematofaga de H. contortus en la mucosa del abomaso
provoca una disminucion notable en el paquete celular (Cuéllar, 1986;
Lapage, 1984) ya que las Ls y Ls succionan sangre, ocasionan lesiones
hemorragicas en la mucosa del abomaso y viven bajo los coagulos de
sangre que ahi se forman. Los gusanos adultos también perforan la
mucosa del abomaso por medio de sus lancetas bucales, lo que provoca
inflamacion y succionan sangre (Quiroz, 2003). En forma individual cada
gusano adulto produce una pérdida de unos 0.05 ml de sangre por dia en
los ovinos y se puede perder diariamente un volumen eritrocitario del
orden de un décimo a un cuarto del total (Jubb y Kennedy, 1990), estas
pérdidas de sangre, si el hospedador no es capaz de remplazarla con
suficiente rapidez, determina anemia e hipoproteinemia. Aparece edema en
diferentes partes del cuerpo, producto de la baja concentracion de
proteinas en sangre (Radostits y col., 2002).

Los corderos padecen mas severamente la hemoncosis. Entre los animales
de mas edad, los peores efectos se observan en individuos que por alguna
razon estan débiles o sufren de estrés. Asi las hembras, durante la
gestacion o lactancia, sufren mas intensamente la enfermedad, al igual
que los individuos que padecen otras enfermedades que disminuyen su
resistencia a la hemoncosis (Quiroz, 2003).

En los animales con enfermedad cronica, posiblemente complicada por un
bajo plano nutricional, puede haber deplecion de los depodsitos de grasa y
atrofia muscular. Con frecuencia el contenido del abomaso esta liquido y
de color marron rojizo oscuro, debido a la presencia de sangre (Jubb y
Kennedy, 1990; Carlton y Mc Gabin 1995).

En las ovejas y cabras afectadas clinicamente, en general se encuentran
de 1,000 a 12,000 gusanos. La severidad de la enfermedad depende de la
cantidad de vermes y hasta cierto grado, del tamano del animal. En los
corderos, 2,000 a 3,000 fases adultas representa una gran carga, mientras
que en las ovejas y cabras adultas 8,000 a 10,000 parasitos se asocian a
infeccion fatal (Jubb y Kennedy, 1990).



La necropsia puede revelar la presencia de liquido en la cavidad abdominal
(ascitis), en la bolsa pericardica (hidropericardio) y en la cavidad toracica
(hidrotorax), reflejando una severa hipoproteinemia (Jubb y Kennedy,
1990; Soulsby, 1988; Le Jambre, 1995). Hay palidez extrema debido a la
anemia, muy aparente en la conjuntiva y todos los tejidos internos. El
higado muestra degeneracion grasa y por esta razon, aparece de color
claro o amarillo y friable (Jubb y Kennedy, 1990).

Los pliegues del abomaso pueden estar edematosos y en la superficie se
evidencian areas focales de hemorragia. En los animales que aun no estan
en descomposicion, los vermes se podran ver a simple vista (Jubb y
Kennedy, 1990).

Los mecanismos de resistencia dependen de las respuestas inmunitarias
adquiridas tras el contacto con los parasitos y de la capacidad fisiologica
innata de los animales para adaptarse a la infeccion. La inmunidad a los
nematodos gastrointestinales es dependiente de la respuesta celular de
linfocitos T, incluye importantes alteraciones inflamatorias en la mucosa, y
se ve facilitada por la presencia de anticuerpos especificos frente a los
parasitos (Meana y Rojo, 1999).

El tipo de respuesta inmunologica esta condicionada por las variaciones
antigénicas que presentan los nematodos, en sus distintas fases de
desarrollo dentro del hospedador y al hecho de presentar dentro de cada
fase, distintos tipos de moléculas, las que se expresan en la superficie y las
que dependen del parasito (productos de secrecion y excrecion). Aunque se
desconoce la funcion biolégica de muchas de ellas, es innegable su papel
como antigenos, alérgenos o moduladores de la respuesta inmunitaria,
inflamatoria o ambas (Meana y Rojo, 1999).

Las respuestas inmunitarias eficaces tienen una serie de caracteristicas
segun las distintas fases de desarrollo. Asi, se observa que la respuesta a
las larvas infectantes evita su asentamiento y da lugar a su eliminacion a
las pocas horas de ser ingeridas, relacionada con las presencia de elevadas
cantidades de inmunoglobulina (IgA), histaminas y leucotrienos en el
moco, la accion a las L4 conlleva a su eliminacion o al retraso de su
desarrollo (Meana y Rojo, 1999).



En cuanto a los adultos, las respuestas inmunitarias repercuten en la
habilidad del hospedador para mantener la carga parasitaria a niveles
bajos o reducir la fecundidad de las hembras (Meana y Rojo, 1999).

El diagnoéstico debe realizarse sobre los signos clinicos, historial
epidemiologico y analisis de laboratorio. Aunque algunos signos son muy
sugestivos, diarrea, baja de peso, mucosas palidas, edema submandibular
y muertes ocasionales, se debe comprobar el diagnostico enviando al
laboratorio muestras de materia fecal colectadas directamente del recto de
los animales, para detectar presencia de huevos eliminados por los
parasitos. Se realiza la prueba de Mc Master para la deteccion de huevos.
Los huevos de H. contortus son muy parecidos a los de otros nematodos,
por lo que debe complementarse el diagnostico con cultivo larvario e
identificacion de larvas en tercer estadio (Alba, 2007).

Es de gran utilidad efectuar biometria hematica para conocer el estado
general del animal y evaluar el efecto parasitario (Cuéllar, 1986). El
diagnostico clinico de la hemoncosis cronica es mas dificil porque se puede
confundir con una nutricion deficiente o incluso con una fasciolosis
cronica (Cuéllar, 1986).

Hay una gran variedad de productos utilizados para el tratamiento de la
haemoncosis, pero los mas conocidos son los grupos de los
bencimidazoles, albendazol, fenbendazol y oxfendazol, todos a razén de 5
mg/kg por via oral, los probencimidazoles, febantel a una dosis de 6
mg/kg; tiofanato, 50 mg/kg; netobimin, 7.5 mg/kg, por via oral, imidazol,
levamisol, 7.5 mg/kg; por via subcutanea, las lactonas macrociclicas,
ivermectina, moxidectina y doramectina, todas a razén de 0.2 mg/kg por
via subcutanea y salicilanilida, closantel, 5 mg/kg por via subcutanea.

La medida de control mas utilizada para la hemoncosis consiste en la
medicacion estratégica (Campos y Herrera, 1992; Fox, 1997; Figueroa y
col., 2000; Quiroz, 2003). Aunque se debe de contemplar un conjunto de
acciones que combinen los tratamientos antihelminticos estratégicos, con
practicas de pastoreo que limiten los riesgos de la infeccion. Estas medidas
deben de ser disenadas para cada zona, de acuerdo con los sistemas de
produccion y las condiciones climaticas (Meana y Rojo, 1999). El uso de la
rotacion de potreros puede ser utilizado en el control de nematodos
(Cuéllar, 1986). La separacion por edades permite utilizar los potreros con
mayor carga de larvas por kg de pasto para los animales adultos, con
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mayor resistencia y a los animales jovenes introducirlos o permitir el
acceso a pastos nuevos con menor carga de larvas (Quiroz, 2003).

Otra opcion es el uso del sistema FAMACHA. Su nombre viene de las siglas
de su idedlogo Francois (FAffa) MAlan CHArt. Es un sistema que identifica
clinicamente el desarrollo de anemia en los animales parasitados con H.
contortus. Este se basa en la coloracion de la conjuntiva y es representado
en una escala numeérica (de 1 a 5) donde 1 y 2, son animales con una
infeccion leve, mientras que animales clasificados con la escala 3, 4 y 5
son animales con infecciones y anemia severas y deben desparasitarse
(Van Wyk, 2002; Kaplan y col., 2004).

Una buena nutricion aumenta la resistencia de los ovinos contra la
infeccion por H contortus. La suplementacion con proteina estimula la
capacidad de algunas razas, mas susceptibles, a resistir los efectos
patogenos de la infeccion (Datta y col., 1999; Torres y Aguilar, 2000). El
suplemento de minerales como el cobalto y el molibdeno en las dietas, ha
demostrado aminorar los efectos de la hemoncosis (Suttle y col., 1992).

Recientemente se estan utilizando particulas de oxido de cobre (2.506 5 g
por animal) para reducir la infeccion por H. contortus en corderos (Bang y
col., 1990; Knox, 2002). Las particulas de cobre pasan del rumen al
abomaso, donde se mantiene durante al menos 32 dias, aumentan las
concentraciones de cobre en el liquido abomasal y posteriormente, pasa a
ser reserva en el higado (Bang y col, 1990; Burke y col., 2004). Esta
concentracion de cobre soluble crea un entorno que de alguna manera
afecta a los gusanos disminuyendo su capacidad de establecimiento en el
abomaso facilitando su expulsion (Knox, 2002; Burke y col., 2004).

Para el estudio de los NGE se han puesto en practica distintos métodos,
tanto in vivo como in vitro, entre estos ultimos estan los explantes
abomasales, una técnica que consiste en mantener al tejido viable y fue
desarrollada a partir de caracteristicas similares a las del cultivo celular y
de tejidos.

El cultivo de tejidos se desarrolld a partir de los ultimos anos del siglo XIX
como una continuacion de las técnicas de la embriologia. Wilhem Roux
mantuvo en el ano 1885 células de embrion de pollo en solucion salina
durante unos dias. El zoologo americano R.G. Harrison, es considerado el
iniciador de los cultivos de tejidos animales en 1907 (Cultek, 2007). El fue
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el primero que empled técnicas in vitro para el estudio de fenomenos in
vivo, realizando cultivos de médula espinal embrionaria de anfibios. Pudo
observar el crecimiento de los axones de los neuroblastos, y establecié que
el axon se formaba por expansion a partir del cuerpo neuronal y no por
fusion de una cadena de células. El cultivo se realizaba en una gota de
linfa del anfibio que colgaba de un cubreobjetos sobre una camara sellada.
La primera limitacion para el establecimiento de cultivos era lograr un
medio nutritivo adecuado. Burrows en 1910 empleo plasma de pollo para
nutrir los explantes de tejidos embrionarios de pollo. Este medio se revelo
mucho mejor que los anteriormente probados, lo que le permitié observar
el crecimiento del tejido nervioso, corazon y piel (Cultek, 2007).

Burrows y Carrel realizaron los primeros intentos para cultivar células de
mamifero, consiguieron mantener explantes obtenidos a partir de perros,
gatos y conejos de indias, asi como en el crecimiento de tumores solidos.
Demostraron que la vida del cultivo se puede prolongar mediante
subcultivo. Los medios empleados fueron plasma suplementado con
extractos de embrion (Cultek, 2007).

El término explante es una version castellanizada del vocablo inglés
explant; acunado especialmente para identificar a los tejidos vegetales
cultivados in vitro y sin otro significado. La seleccion del explante es un
aspecto clave para tener éxito en el cultivo de tejidos, ya que dependiendo
de su ubicacion en la planta, del tipo de tejido que contiene, de su edad
cronologica y fisiologica, de su contenido endégeno de hormonas, entre
otros, se comportara de una manera o de otra (Pelayo y col., 2009). El
explante es cualquier parte vegetal que ha sido separada de la planta, que
puede ser un tejido (fragmentos de hojas, tallos, raices, pétalos), un 6érgano
(semillas, anteras, ovarios, botones florales, hojas y raices completas),
estructuras como las anteras y los ovarios o bien células individuales
(como en el caso de los protoplastos). Con excepcion de los ovulos y el
polen, los explantes estan constituidos por tejidos y/o células somaticas
(Pelayo y col., 2009).

Esta técnica ofrece la posibilidad de evaluar tejidos provenientes de
animales sacrificados y observar su capacidad de respuesta a una
infeccion. Los primeros trabajos con explantes se realizaron para evaluar
la colonizacion de Helichobacter pylori en tejido estomacal de cerdo,
demostrando que so6lo permanecian viables por 72 horas (Rosberg y col.,
1991).
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En estudios con animales, Jackson y col. (2004) infectaron corderos y
cabritos in vivo, para posteriormente desafiar sus explantes abomasales y
demostraron una reduccion significativa (p< 0.05) en el numero de larvas
de Teladorsagia circumcincta asociadas al tejido abomasal. El método
también se ha utilizado para demostrar la influencia de la nutricion
proteica sobre el establecimiento de las larvas de T. circumcincta en tejido
abomasal (Jackson y col., 2004).

En 2008, Brunet y col, realizaron otro estudio con el método de cambios
directos in vitro (IVDC) con una planta rica en taninos Onobrychis viciifolia
(esparceta), agregando su extracto a los explantes de abomaso realizados,
observaron una disminucion en la asociacion al tejido de larvas de
Trichostrongylus colubriformis y Haemonchus contortus, a mayor
concetracion de esparceta fue menor la asociacion al tejido abomasal,
cuando utilizaron un tratamiento previo de las muestras con polivinil
polipirrolidona (PVPP) se inhibi6 la disminucién de asociacion provocada
por los taninos.
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Objetivo.

e Evaluar la técnica in vitro de explantes, para conocer la asociacion
de larvas infectantes de Haemonchus contortus en el tejido abomasal
de ovinos Blackbelly.
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Material y métodos.
Localizacion.

El trabajo se efectu6é en el Médulo de Ovinos de la Unidad de Posgrado y
en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria, de la FES Cuautitlan de
la UNAM, carretera Cuautitlan-Teoloyucan, km 2.5 en Cuautitlan Izcalli,
Estado de México.

Animales.

Se emplearon cuatro machos de la raza Blackbelly libres de parasitos.
Fueron adquiridos en una unidad de producciéon de pie de cria en
estabulacion y se mantuvieron en condiciones libres de nematodos
gastroentéricos, recibieron alimento comercial seco y agua ad libitum.

A su llegada los corderos se mantuvieron por cuatro semanas en
recuperacion y adaptacion, se le hizo un examen coproparasitoscopico con
la técnica de Mc Master para confirmar que los animales estuvieran libres
de parasitos. Las siguientes seis semanas se les suministro una dieta al
100% de las necesidades nutricionales segun el National Research Council
(NRC).

Cepa de Haemonchus contortus.

Se utilizaron larvas de una cepa de H. contortus, aislada de un rebano
ovino comercial de Jilotepec, Estado de México (Ramirez y col., 2006).

Obtencion posmortem de los abomasos.

Los animales se sacrificaron atendiendo la Norma Oficial Mexicana NOM-
033-ZO0-1995: Sacrificio humanitario de los animales domésticos y
silvestres, la cual senala que se debe insensibilizar al animal utilizando
una pistola de perno cautivo y desangrarlos por las arterias carotidas y las
venas yugulares. El abdomen se abrio a lo largo de la linea media para la
remocion del tracto digestivo.
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Técnica de explantes abomasales.

Para la preparacion de los explantes abomasales se efectuo la técnica
recomendada por Rosberg y col. (1991):

1. Después del sacrificio de los animales se hizo una inmediata remocion
del abomaso.

2. Se abrio el abomaso y se retiro el contenido abomasal.

3. La mucosa abomasal se lavo con solucion salina fisiologica (0.85% de
NaCl) tibia (37° C).

4. Se tomaron tres porciones de las diferentes regiones del abomaso de
aproximadamente 2 x 2 cm.

5. Cada porcion se coloco en placas de seis pozos con medio de Hanks con
20 mmol L de solucion Hepes, 2 ml de rojo de fenol y 1 L de agua

destilada con NaOH, pH de 7.6.

6. Con jeringas de 5 ml se hicieron cilindros de aislamiento en el centro el
tejido para contener a las larvas.

7. El tejido abomasal se expuso a una dosis de 2,500 L3 infectantes de H.
contortus. Dichas larvas fueron sometidas previamente a un proceso de
desnudamiento con hipoclorito de sodio.

8. Las placas se colocaron en una incubadora a 38° C.

9. Las muestras se incubaron por tres horas en oscuridad.

10. Después de la incubacion los tejidos se lavaron con SSF en tubos de
50 ml.

11. Después las muestras se enjuagaron vigorosamente por inmersion
30 veces en 25 ml de SSF.

12. Posteriormente, los tejidos se digirieron con solucion de HCI y
pepsina al 1%, a 38°C por 12 horas.
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13. El contenido de cada tubo se igualo a 50 ml y se le agregaron 2 ml
de iodo helmintoloégico.

14. Finalmente se realizo el conteo de larvas en un microscopio
estereoscopico (100 x), tomando de cada una de las alicuotas el 2% de
cada muestra procesada, utilizando rejillas de 55 mm.

Analisis de resultados.

El porcentaje de la poblacion de larvas asociadas con la mucosa se calculo
utilizando la formula estandar:

PA=LD x 100
PTL

Donde:

PA= Porcentaje de larvas asociadas al tejido abomasal.

LD= Numero de larvas en tejido abomasal digerido.

PTL= Poblacion total de larvas, es decir, (numero de larvas en enjuague +
numero de larvas en el lavado + numero de larvas en el digerido).

Los resultados se procesaron estadisticamente para la comparacion de
medias, empleando ANOVA con la prueba de Tukey, por medio de los
programas estadisticos Excel y R Statistics (version 2.15.0, Analisis
estadistico para estudios biomédicos y bioinformaticos, 2012).
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Resultados.

El porcentaje de larvas de Haemonchus contortus que penetraron el tejido
abomasal en los explantes fue muy parecido en los cuatro animales y en
las tres regiones evaluadas, el PAT oscilo entre 55.2 y 60.7% (fig. 1).

Figura 1. Promedio de los porcentaje de asociacion al tejido
abomasal por larvas de Haemonchus contortus en ovinos.
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Cordero

En el cuadro 1 se exponen los resultados del PAT obtenidos en los ovinos
estudiados de acuerdo a las regiones del abomaso en los explantes
desafiados con larvas de H. contortus. El mayor PAT se observo en la region
findica con un promedio de 60.1%.

Cuadro 1. Porcentaje de asociacion a tejido abomasal de larvas de
Haemonchus contortus en ovinos.

Porcentaje de asociacion al tejido (PAT)

Animal Region cardica Region fandica Region pilorica
324 59.5% 60.7% 59.7%
325 57.5% 60.3% 55.9%
326 58.7% 59.2% 55.2%
327 57.8% 60.1% 56.8%

Promedio 58.3% 60.1% 56.9%
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%

Existio un menor PAT en las regiones cardica y pilérica con un promedio
de 58.3 y 56.9%, respectivamente (fig. 2).

Sin embargo solo se encontro diferencia estadistica (p< 0.05) de PAT al
hacer la comparacion entre las regiones fundica y pilérica, mientras que
entre las regiones fundica y cardica y cardica y pilorica no se encontraron
diferencias estadisticas significativas (p>0.05).

Figura 2. Porcentaje de asociacién al tejido de larvas de Haemonchus
contortus en las regién abomasales de ovinos (media + error estandar,
p<0.05).
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Discusion.

En el presente trabajo, la aplicacion de la técnica de explantes
abomasales, se efectu6 de acuerdo a la metodologia desarrollada por
Jackson y col. (2004) para estudios in vitro con nematodos gastroentéricos
(NGE) de pequenos rumiantes. En términos generales, los resultados
obtenidos en este ensayo fueron coincidentes en algunos puntos con los
del trabajo realizado por Jackson y col.

Cuando ocurre una infeccion natural por las larvas de H. contortus, éstas
se establecen primordialmente en la mucosa de la region fuandica del
abomaso y en menor cantidad en la region pilorica (Dash, 1985; Meana y
Rojo, 1999), esto coincide con los resultados obtenidos en esta prueba in
vitro, donde se observo que el mayor porcentaje de asociacion al tejido
(PAT) ocurrio en la region fundica, seguida de la cardica; la region pilérica
fue donde penetré6 un menor proporcion de larvas (p<0.05). En contraste,
Jackson y col. (2004), detectaron un mayor porcentaje de asociacion en la
region pilorica, en relacion a la fundica, sin embargo, ellos efectuaron sus
ensayos con Teladorsagia circumcincta, nematodo que en una infeccion
natural tiene predileccion por alojarse en el area antropilorica del abomaso
de los ovinos (Meana y Rojo, 1999).

La técnica resultd eficaz para evaluar la asociacion de las larvas de H.
contortus al tejido abomasal de los ovinos, lo cual era el propoésito de este
trabajo, pero puede emplearse para otro tipo de ensayos, se ha utilizado
para la evaluacion de toxinas, por ejemplo, lo realizado por Brunet y col.
(2008) quienes estudiaron el efecto de los taninos condensados de
vegetales sobre la asociacion de larvas de Trichostrongylus colubriformis y
H. contortus a explantes abomasales.

Una ventaja adicional que ofrece el uso de explantes, es que se pueden
realizar experimentaciones con los tejidos de un solo animal, en contraste
a los ensayos in vivo donde se utilizan varios animales. De un abomaso se
pueden obtener varios explantes, sin embargo, no debe olvidarse que
siempre se puede encontrar variacion entre animales (Brunet y col., 2008).
De igual forma, se ha demostrado que el tiempo en que ocurre la
implantacion de las larvas se reduce en comparacion a la inoculacion in
vivo mediante canula (Jackson y col., 2004).
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Una limitante de la técnica de explantes es que so6lo puede ser evaluada
para las fases larvarias que penetran a la mucosa abomasal, sin embargo,
por su escaso tiempo de viabilidad, resulta dificultosa para las fases
evolutivas subsecuentes. En ese sentido, Rosberg y col. (1991), que
trabajaron con explates de estomago de cerdo, demostraron que los
explantes cuentan con una viabilidad de tan sélo 72 horas, tiempo
insuficiente, de acuerdo al ciclo biolégico de H. contortus, para lograr el
desarrollo de larva L3z infectante a adulto que dura unos 20 dias in vivo
(Meana y Rojo, 1999).

Es importante mencionar que la raza de los animales utilizados, la
Blackbelly, ha demostrado ser resistente a la infeccion por H. contortus, y
se ha demostrado que después de un desafio con 6,000 larvas infectantes
de ese nematodo ocurre una muy baja implantacion de fases adultas
(0.9%), en comparacion con una raza susceptible como la Columbia, donde
se implantan hasta el 39.5% de adultos (Cuenca y Cuenca, 2005), esto
hace suponer que en las razas resistentes existen mecanismos activos o
inmunes que afectan el desarrollo entre las larvas de tercer estadio y los
adultos. Los mecanismos de resistencia dependen de las respuestas
inmunitarias adquiridas tras el contacto con los parasitos y de la
capacidad fisiologica innata de loa animales para adaptarse a la infeccion.
La inmunidad frente a los nematodos gastrointestinales es dependiente
directamente de la respuesta celular de linfocitos T, incluye importantes
alteraciones inflamatorias en la mucosa, y también se ve facilitada por la
presencia de anticuerpos especificos frente a los parasitos (Meana y Rojo,
1999), este es otro de los puntos importantes que pueden ser investigados
con mayor profundidad auxiliados por esta técnica, ya que aun existen
puntos desconocidos en cuanto a la respuesta inmune y resistencia de
algunas razas contra este tipo de parasitos hay evidencia de que en los
explantes aun se puede observar respuesta celular hacia los parasitos
(Jackson y col., 2004).
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Conclusiones.

La técnica de explantes abomasales mostré ser eficaz para evaluar la
asociacion de larvas L-3 infectantes de Haemonchus contortus sobre el
tejido abomasal de ovinos de la raza Blackbelly, los resultados
demostraron un alto porcentaje (cerca del 60%) de larvas asociadas en el
tejido.

El mayor porcentaje de asociacion al tejido ocurrio en la region fandica,
seguida de la cardica; en la region pilérica fue donde penetré6 una menor
proporcion de larvas.

La técnica de explantes abomasales tiene un gran potencial para

investigaciones que expliquen o modifiquen el establecimiento de las larvas
de H. contortus en la mucosa abomasal de ovinos.
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