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RESUMEN

La susceptibilidad a las parasitosis ha sido asociada a algunos factores del
hospedero como: sexo, edad, estado nutricional y factores endocrinos (hormonas)
del mismo. Estudios recientes demostraron la presencia de receptores para
prolactina y progesterona en larvas 3 de Haemonchus contortus. Se ha
demostrado que la hemoncosis es mas severa en los corderos que en los adultos,
sin embargo, no existen estudios sobre la relacion que existe entre las hormonas
mas importantes en corderos y H. contortus. Por lo anterior, el objetivo del
presente estudio fue identificar por citometria de flujo e inmunofluorescencia
posibles receptores para la hormona del crecimiento (GHR) en larvas 3 de H.
contortus. Por macerado de larvas de H. contortus se obtuvieron células, se
marcaron con un anticuerpo primario anti-GHR (Santa Cruz, Biotechnology, USA)
y con un anticuerpo secundario anti-IgG de raton (eBioscience, USA) acoplado a
Alexa 647. El conteo de células marcadas se realizo con un citometro
FACScalibur y el software FlowJo. La inmunofluorescencia se realizo con larvas
permeabilizadas para permitir la entrada de proteinas, como anticuerpo primario
se utilizé6 un anti-GHR (Santa Cruz, Biotechnology, USA) y como secundario un
anti-lgG de raton acoplado a FITC (Molecular, Probes ®, USA), las muestras se
analizaron por microscopia confocal. Por citometria se determino que solo el
0.845% del total de células obtenidas fueron reconocidas por el anticuerpo anti-
GHR, pero cuando se analizaron por regiones, las células de mayor tamano y
granularidad, el 3.34% de las células fueron reconocidas por el anticuerpo anti-
GHR. Por inmunofluorescencia se observo fluorescencia en las células del
intestino de las larvas. Por lo anterior, se puede concluir que las larvas 3 de H.
contortus tienen ceélulas que expresan posibles receptores para la hormona del

crecimiento y que estas células se encuentran a nivel intestinal.



INTRODUCCION

GENERALIDADES

La ovinocultura es una actividad agropecuaria que tiene un gran impacto
economico en el mundo. En México se tienen registradas alrededor de 53,000
unidades de produccién, las cuales por lo general se desarrollan bajo el sistema
de pastoreo (SAGARPA, 2013).

El sistema de produccion en pastoreo constituye una gran ventaja por el
ahorro en los costos de produccion, sin embargo, favorece la infecciéon por
nematodos gastroentéricos ocasionando pérdidas economicas provocando
trastornos digestivos que interfieren en la nutricion y desarrollo de los ovinos
(Cuéllar, 1986; SAGARPA, 2013).

Los principales géneros de nematodos gastroentéricos son: Haemonchus
contortus, Teladorsagia sp, Trichostrongylus sp, Cooperia sp, Strongyloides
papillosus, Chabertia ovina, Nematodirus sp, Oesophagostomum sp, Trichuris
ovis, Bunostomum sp y Skrjabinema ovis; los cuales tienen diferente afinidad por

ciertas partes del tracto digestivo (Cuéllar, 1986).

Debido a su alta incidencia, patogenicidad y distribucion geogréfica,
Haemonchus contortus se considera el nematodo mas importante en este
sindrome. Se caracteriza por generar disminucion de los parametros productivos,
anemia y ocasionalmente la muerte. Provocando infecciones de curso agudo,

hiperagudo y cronico (Cuéllar, 1986; Quiréz, 2003).
BIOLOGIA DE Haemonchus contortus

Haemonchus contortus es un nematodo hematéfago que habita en el
abomaso de ovinos y caprinos, sin embargo, se le puede encontrar en bovinos y

otros rumiantes silvestres (Quiroz, 2003).

También es conocido como gusano del cuajar, gusano contorneado y

gusano palo de barberia; esta ultima sinonimia es debido a que los ovarios



blanquecinos de la hembra se encuentran alrededor del intestino y cuando se
alimenta, el intestino se ve rojo dando la apariencia de palo de barberia (Lapage,
1968; Borchert, 1981; Soulsby, 1987).

H. contortus posee una capsula bucal, con un fino diente o lanceta con la
cual perfora la mucosa abomasal. El macho tiene una longitud de 10 a 20 mm y
terminan con una bolsa copulatriz bien desarrollada; mientras que la hembra llega
a medir de 18 a 30 mm con una terminacion en forma de punta roma con la vulva

localizada al final del segundo tercio del cuerpo (Alba, 2007).
CICLO BIOLOGICO DE H. contortus

H. contortus tiene un ciclo biolégico directo (Figura 1), el cual fue descrito
originalmente por Veglia en 1915. Este se constituye por una fase no parasita que
consta de huevo, larva 1, larva 2 y larva 3. Ademas, otra parasita con los estadios

de larva 4, larva 5 y adultos (Nikolaou y Gasser, 2006).
FASE NO PARASITA

La fase no parasita comienza cuando los adultos copulan y la hembra
libera huevos (5,000 a 10,000 huevos por dia), los cuales son expulsados en las
heces (Quirdz, 2003). En el piso, se desarrolla la larva 1 (L1) sale del huevo y
posteriormente se alimenta de bacterias presentes en la materia fecal para
evolucionar a larva 2 (L2) y después a larva 3 (L3). La L3 conserva la cuticula de
la L2; protegiéndola de condiciones climatoldgicas desfavorables, sin embargo, en
este estadio no se puede alimentar (Lapage, 1968); esta fase es considerada

como la larva infestante.

La L3 es muy activa y presenta diferentes tropismos: hidrotropismo
positivo, fototropismo negativo, termotropismo positivo (temperatura ideal de 15 a
30 °C) y geotropismo negativo; lo que favorece que la larva infestante se desplace
hasta la parte mas alta de los pastos donde podra ser ingerida por el hospedador
(Cordero et al., 1999; Nikolaou y Gasser, 2006).



FASE PARASITA

Esta fase comienza cuando la larva infestante es ingerida por el rumiante;
la L3 pierde la cuticula en el tracto digestivo por la enzima leucinoaminopeptidasa,
la cual es activada por CO2 y anhidrasa carbdnica presentes en el rumen. La L3
tiene afinidad por la region fundica abomasal donde penetra las glandulas

abomasales y muda a larva cuatro (L4) (Maena y Rojo, 1999).

La L4 se alimenta por 15 dias aproximadamente, sale a la luz del abomaso
y muda a larva cinco (L5), también llamada pre-adulto. La L5 se desarrolla y se
diferencia sexualmente hasta transformarse en adulto. Los adultos copulan y las
hembras ovipositan; de esta forma el ciclo se cierra. La duracion promedio del
ciclo bioldgico es de 21 dias (Jacobs et al., 1995; Bush et al., 2001).

Figural. Ciclo biolégico de H. contortus. A) Adultos en la mucosa abomasal,
B) Huevo eliminado en heces, C) Huevo larvado, L1) Larva 1 libre en suelo,
L2) Larva 2, Ls) Larva 3 (fase infectante). Tomado de Cuenca, 2010.



PATOGENIA

La patogenia de la hemoncosis depende de las fases del ciclo evolutivo; a
grandes rasgos, la L4 tisular e hipobiotica ejercen accidn obstructiva y mecanica
por compresion, ademas de una accion traumatica al penetrar las criptas
abomasales permitiendo que se alimente de pequefios coagulos formados; la
secrecion y excrecidon de proteinas provenientes de las larvas ocasiona una
accion antigénica provocando necrosis inmunomediada del tejido circunvecino y

respuesta inmune local y humoral (Radostis, 2002).

La presencia de las larvas en las criptas abomasales provoca una
hiperplasia y sustitucidon de células parietales secretoras de HCI por células
inmaduras; las cuales al no secretar HCI producen un aumento de pH lo que
disminuye la conversion de pepsindégeno a pepsina, lo cual disminuye la digestion
proteica (Quirdz, 2003; Alba, 2014).

Los adultos al alimentarse en la luz abomasal, producen un efecto
traumatico al romper mucosa abomasal con su lanceta, una accion toxica por
causa de sustancias anticoagulantes que se infiltran en el tejido, provocando una
pequefa ulcera favoreciendo la pérdida de pequefas cantidades de sangre. El
consumo de sangre por gusano adulto es de aproximadamente 0.05 mL por dia,
lo que provoca anemia e hipoproteinemia al hospedador por la pérdida de

eritrocitos y proteinas plasmaticas (Quiréz, 2003; Alba, 2014).

La hemoncosis puede cursar con tres cuadros clinicos. El primero es un
cuadro hiperagudo, que afecta a animales susceptibles expuestos a una repentina
infeccion masiva, lo que provoca una gastritis hemorragica, dolor en el
hipocondrio derecho, anemia y heces oscuras, ocasionalmente muerte subita. El
segundo es un cuadro agudo donde los animales jovenes son los mas afectados,
se debe a la ingestidén de grandes cantidades de larvas pero en forma diferida, lo
que ocasiona diarrea intermitente (café oscuro), pérdida de peso, retraso en el
crecimiento, emaciacién, mucosas palidas y edema submandibular. El ultimo
cuadro es el crénico, se debe a la presencia de pequefias cantidades de gusanos

adultos, que se mantienen por largos periodos, se produce baja de parametros



productivos, la gravedad depende de la carga parasitaria (Dunn,1983; Blood et al.,
1986; Cuéllar, 1986; Soulsby, 1987).

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA HEMONCOSIS

La presencia de la hemoncosis va ligada a diferentes factores del
hospedero, por ejemplo la raza, el sexo, la edad, el estado hormonal y nutricional.
Munoz-Guzman et al. (2006) reportdé que los ovinos de raza Columbia eran mas
susceptibles en comparacién a los de raza Blackbelly, debido a que estos ultimos
montaban una respuesta inmunoldgica mas rapida. Kassai (1999) menciona que
las hembras son mas resistentes que los machos arrojando una menor cantidad
de huevos por gramo de heces, sin embargo, el estado hormonal juega un papel
importante ya que las altas concentraciones de hormonas en las diferentes etapas
fisiolégicas han sido relacionadas con la susceptibilidad; Fleming (1993) observé
que las hembras tratadas con prolactina tenian una mayor eliminacion de huevos

por gramo de heces en comparacion con las que no fueron tratadas.

El estado nutricional es un factor que también influye en la presentacion de
esta enfermedad, siendo los animales subnutridos por lo regular los que
presentan cargas parasitarias mayores en relacion a aquellos que mantienen
optimas condiciones nutricionales; de igual forma la edad esta relacionada con la
susceptibilidad, debido a que los corderos menores de un afo de edad son mas
afectados que los adultos, esto pudiera relacionarse con la deficiencia en el
desarrollo de la inmunidad celular o por consecuencia de una baja calidad

inmunoldgica en el calostro (Cuéllar, 1992; Kassai, 1999).
HIPOBIOSIS Y ALZA POSTPARTO

La hipobiosis es un fendmeno parasitario en el cual la L4 detiene su
desarrollo y se mantiene en un estado de latencia en las glandulas del abomaso
(Gibbs, 1982; Schmidt y Roberts, 2000). Gantogi et al. (1998) asociaron que la
inhibicién del desarrollo de las larvas esta relacionada con bajas temperaturas y la

co-existencia de adultos.

Otro fendbmeno conocido en el ciclo de H. contortus es el alza post parto o

alza de primavera (spring rise), en el cual existe un incremento en la eliminacién



de huevos en heces alrededor del parto. Las causas que se han asociado a este
fendmeno son: la reactivacion de larvas en estado de hipobiosis y una relajacion

de la respuesta inmune (Rimbaud, 2005).

Debido a que este fendmeno empieza poco antes del parto y llega a su
punto mas alto cuatro a ocho semanas después (lactancia) se ha propuesto que
la prolactina podria tener efecto en este fendmeno modificando el metabolismo de

los gusanos (Fleming, 1993 y 1997; Gutiérrez, 2015).
HORMONAS

Una hormona es una sustancia quimica secretada por una célula o grupo
de células, la cual va a ejercer efectos fisiolégicos sobre otras células del
organismo. Existen hormonas locales que actuan en células diana proximas a su
lugar de liberacién y hormonas generales o circulantes las cuales se difunden
desde el espacio extracelular al interior de los capilares y son transportadas en la
sangre a todos los tejidos del organismo donde solamente actuaran en células

diana con receptores especificos para la hormona (Fox, 2003; Guyton, 2006)

Cabe mencionar que existen varios tipos de hormonas, entre las que
podemos encontrar las esteroides que son derivados del colesterol por lo que
poseen una estructura similar y sintetizadas en el reticulo endoplasmatico liso de
las células endocrinas; algunos ejemplos son la aldosterona, cortisol, estrogenos,
progesterona y testosterona. Las aminas son otro tipo de hormonas, siendo
moléculas mas simples derivadas de la histidina (histamina) y de la tirosina
(tiroxina, triyodotironina, adrenalina, noradrenalina y melatonina). Por ultimo las
hormonas proteicas o péptidicas, estan formadas por cadenas de aminoacidos y
son sintetizadas en el reticulo endoplasmatico rugoso de las células endocrinas;
ejemplos de este tipo hormonal son la tirotropina, corticotropina, gonadotropinas,
prolactina, hormona del crecimiento, hormona antidiuretica, oxitocina,

somatostatina, entre otras (Greenspan, 1998; Ganong, 2000; Guyton, 2006).

Para que una hormona pueda efectuar su accion biolégica es necesaria
la presencia de su receptor en la célula. La interaccion hormona-receptor es
fundamental para aseverar que un organismo es capaz de tener respuestas dado

los efectos hormonales (Ganong, 2000).



RECEPTORES

La actividad biolégica de las hormonas depende de sus interacciones con
receptores especificos de gran afinidad en la superficie de las células blanco. Los
receptores a su vez, se vinculan a sistemas efectores de sefalizacion que se
encargan de generar la respuesta bioldgica observable. Por tanto, los receptores
transmiten no solo la especificidad de la respuesta (por ejemplo, las células
carentes de receptores no poseen reactividad a la hormona), sino también los

medios para activar el mecanismo efector (Ganong, 2000).

Los receptores de hormonas proteicas (membranales) tienen diferentes
formas de insercién en la membrana plasmatica. Estos receptores pueden ser
cadenas polipeptidicas Uunicas o pueden tener multiples inserciones
transmembrana. Dependiendo del receptor, la activacion de la cascada de
sefalizacion puede ser intrinseca o por proteinas acopladas al receptor
(Greennspan, 1998; Ganong, 2000).

En este sentido, los receptores de insulina, factor de crecimiento tipo
insulina (IGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF) tienen uno o dos dominios
transmembrana con actividad intrinseca de tirosin cinasa, la cual se activa
(fosforilacién) en presencia del ligando. Por el contrario, el receptor de prolactina y
hormona de crecimiento se caracterizan por un gran dominio extracelular, seguido
de un segmento unico de insercibn de membrana y un apéndice citoplasmico;
estos receptores no poseen actividad intrinseca de tirosin cinasa, pero tienen
complejos proteicos acoplados que si presentan dicha actividad. (Greennspan,
1998; Guyton,2006).

HORMONA DEL CRECIMIENTO

La hormona del crecimiento (GH) es un polipéptido de 191 aminoacidos y
una cadena unica con dos puentes disulfuro y un peso molecular de 22,000 kD;
se sintetiza y secreta por las células somatotropas de la adenohipdfisis; teniendo
una amplia relacion con la prolactina (McDonald, 1986; Carroll et al., 1998;
Ganong, 2000).



El control de la secrecion es bastante complejo siendo ejercida
basicamente por un perfecto equilibrio entre dos péptidos hipotalamicos, la
hormona liberadora de GH (GHRH), que tiene un efecto estimulador, y la hormona

inhibidora de la hormona de crecimiento (somatostatina).

La concentraciéon de GH circulante en plasma es de 0 a 3 ng/mL; esta se
encuentra bajo control de una retroalimentacion negativa, donde la concentracion
de hormona circulante es dependiente de la cantidad de receptores presentes en
las células. (Carroll et al., 1998; Ganong, 2000).

La GH tiene efecto anabdlico sobre las proteinas, favorece el balance
nitrogeno/fosforo incrementando el fosforo plasmatico y disminuyendo las
concentraciones sanguineas del nitrdgeno ureico y aminoacidos. También se
incrementa la absorcion gastrointestinal del Ca?* y disminuye la excrecion de Na*
y K* por accién independiente de las glandulas suprarrenales (Carroll et al., 1998;
Ganong, 2000). De igual manera la GH es diabetdégena incrementando la salida

de glucosa hepatica y teniendo un efecto antiinsulinico en musculo.

Incrementa la concentracion de los acidos grasos libres (AGL)
plasmaticos, el cual proporciona una fuente rapida de energia para los tejidos
durante la hipoglucemia; sin estimular directamente las células 3 del pancreas, sin
embargo, aumenta la capacidad para responder a los estimulos de insulinbgenos
como la arginina y la glucosa. Aumenta la masa magra corporal y disminuye la

grasa en el cuerpo (Carroll et al., 1998).

Los efectos de GH sobre el crecimiento, el cartilago y el metabolismo
proteinico son dependientes de las somatomedinas. Estas consisten en factores
de crecimiento polipeptidicos secretados por el higado y otros tejidos por efecto
de esta hormona. Las principales somatomedinas circulantes son el factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo | (IGF-l) y al factor de crecimiento
semejante a insulina tipo Il (IGF-Il); estos factores se ven afectados por la GH y
participan en el crecimiento del feto y aumentando sus concentraciones
circulantes durante la infancia, alcanzando el maximo en la pubertad y
disminuyendo hasta la vejez (McDonald, 1986; Carroll et al., 1998; Guyton, 2006).



RECEPTOR PARA HORMONA DEL CRECIMIENTO

El receptor para la hormona del crecimiento (GHR) es una proteina de 620
aminoacidos y esta dentro de los receptores citocina tipo I; los cuales utilizan JAK/
STAT (Janus kinase/signal transducers and activators). Este receptor esta
constituido por un dominio extracelular (ECD) con dos sitios de enlaces y un
dominio intracelular (ICD) con box 1 y box 2 que se unen a JAK2 (Greennspan,
1998; Ganong, 2000).

Los JAK2 estan formados por dos estructuras, JH1 y JH2; esta ultima
inhibe la JH1 cuando no hay interaccion de hormona-receptor, por el contrario,
cuando existe una union de la GH al GHR, la JH2 permite la fosforilacion de las
tirosinas mediante la via de la JH1. La fosforilacién permite la unién de las STATS
que se dirigen al nucleo para activar los elementos responsables de la

transcripcion (Brooks et al.; 2008).
INTERACCION HORMONA-PARASITO

Los parasitos han desarrollado diferentes mecanismos de supervivencia
generalmente asociados a la evasion de la respuesta inmune, sin embargo, se ha
demostrado que existen interacciones entre hormonas y parasitos, las cuales
pueden modificar la relacion hospedero-parasito. Este fendmeno conocido como
regulacion cruzada, establece que el parasito puede aprovechar las hormonas del
hospedero a través de moléculas semejantes a receptores hormonales y obtener

beneficios a través de estas. (Cervantes y Carrero, 2009).

Los nematodos poseen un alto numero de receptores nucleares (NR), los
cuales en vertebrados e insectos son reguladores de la transcripcion y
sefalizacion hormonal. La primera evidencia de la regulacion endocrina en
nematodos fue la presencia de células neurosecretoras en Phocanema decipiens
(parasito del bacalao); afectando de manera anatémica de la muda de este (HGss
y Weltje, 2007).

En algunos parasitos como Ancylostoma caninum, Strongyloides
stercoralis y Dirofilaria immitis se han identificado receptores nucleares (NR) para

testosterona y progesterona, cuya funcién es colaborar en la regulacién de
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homeostasis, diferenciacion y reproduccion. También se identifico la presencia de
receptores de hormonas tiroideas en el trematodo Schistosoma mansoni. En este
mismo parasito, se observd que al ser expuestos con dehidroepiandrosterona
(DHEA) las cercarias, esquistosomulas y gusanos adultos inhiben hasta en un
100% su viabilidad y oviposicion; mientras que el tratamiento con cortisol solo

afecta a los gusanos adultos (Wu y LoVerde, 2011).

Ibarra et al. (2011) demostré que Taenia crassiceps presenta un receptor
de estrogenos, el cual al unirse al 17 [-estradiol favorece la capacidad
reproductiva y aumenta su implantacion (incrementando el numero de yemas
producidas), mientras que la testosterona o dihidrotestosterona (DHT) abate estas
funciones. Esta misma hormona (DHT) genera un efecto inverso en Trichinella
spiralis, debido a que favorece su implantacion, por lo cual afecta principalmente a
machos (Klein, 2004).

En Plasmodium falciparum, el tratamiento in vitro de merozoitos con
cortisol aumenta el numero y tamafo de gametocitos de este parasito. De manera
semejante merozoitos tratados con estradiol, progesterona y testosterona,
incrementan considerablemente el numero de gametocitos producidos in vitro,
aumentando en los dos casos el crecimiento y la reproduccion del parasito en

este estadio (Maswoswe et al., 1985).

Los trofozoitos in vitro de Entamoeba histolytica al ser expuestos
constantemente al estradiol, progesterona y testosterona no se ve afectada
ninguna funcion del parasito; sin embargo, al ser tratados con cortisol se
incrementa la sintesis de ADN vy la proliferacién de los trofozoitos (Escobedo y
Morales, 2004).

En este sentido, se ha demostrado experimentalmente un aumento en la
concentracion de huevos de H. contortus en heces de ovejas después de ser
inyectadas con prolactina (Fleming, 1993). De igual forma se reporté un aumento
en la concentracion de numero de huevos en heces, un aumento en la longitud en
machos y una disminucién en hembras de H. contortus encontradas en borregas

ovariohisterectomizadas y tratadas con prolactina (Fleming, 1997).
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Aunque la prolactina es la principal hormona asociada con la hemoncosis
y su biologia (alza postparto), otras hormonas podrian tener efectos en este
nematodo; se ha demostrado la presencia de posibles receptores para
progesterona, prolactina e insulina en H. contortus (Facai, 2014; Gutiérrez, 2014 y
2015).

SUSCEPTIBILIDAD Y HORMONAS

Algunos autores mencionan que existe cierta predileccion de los
parasitos por infestar a un hospedero (susceptibilidad), dependiendo del sexo,
estado de desarrollo, estado inmunolégico, factores inmunoenddcrinos, raza,

estado nutricional, estado reproductivo, entre otras (Tabla 1).

Ejemplificando el estado reproductivo y la susceptibilidad a la parasitosis,
se tiene que S. mansoni y Taenia solium, parasitan en mayor grado a hembras
gestantes (Hu, et al., 2006). La gestacion y el parto también se han relacionado a
la susceptibilidad con parasitos gastroentéricos de ovinos (Haemonchus
contortus, Teladorsagia, Trichostrongyolus y Oesophagostomum), en el fenémeno

conocido como alza post-parto (Fleming, 1997; Chartier, 1998).

La susceptibilidad de infecciones con base en el género de la especie se
puede observar con Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii y Taenia sp, los
cuales tienen un mayor grado de infestacién hacia las hembras, debido a su
afinidad por los estrégenos. Por el contrario, Leishmania mexicana y major, asi
como Schistosoma mansoni, tienen predileccion por los machos (Mock B. y Nacy
C., 1988; Escobedo G. y Morales J., 2004).

Aunque en la mayoria de las ocasiones los animales jévenes se ven mas
afectados, en algunas ocasiones son resistentes a ciertas parasitosis. Freilich et
al. (2000) demostré que la hormona precursora de andrégenos (DHEA), con una
alta concentracion en animales jévenes disminuye la proliferacion de P. falciparum

y P. berghei.

La susceptibilidad de animales jovenes generalmente se asocia a un

sistema inmunolégico con un desarrollo insuficiente para modular infecciones, sin
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embargo, las hormonas presentes en etapas juveniles (GH, IGF,

tener efectos sobre la presentacion de algunas parasitosis.

EGF) podrian

PARASITO SUSCEPTIBILIDAD HORMONA EFECTO REFERENCIA
Leishmania Machos Testosterona f De Mock et al.,
major crecimiento 1988
Haemonchus | Hembras Prolactina ) De longitud | Fleming, 1997
contortus en hembras y | Chartier, 1998

huevos por
gramo de
heces
Plasmodium | Hembras Estradiol, ) De numero | Maswoswe et
falciparum Progesterona, | de gametocitos | al., 1985
Testosterona
Schistosoma | Hembras gestantes | Progesterona ) De Hu et al.,2006
mansoni fecundidad vy
viabilidad
Taenia Hembras gestantes | Progesterona + De Escobedo y
solium fecundidad vy | Morales, 2004
viabilidad
Taenia Hembras 17-B- 4 De la | Escobedo y
crassiceps estradiol, capacidad Morales, 2004
Progesterona | reproductiva,
viabilidad

Tablal. Interaccion de parasito-hormona y consecuencias.
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JUSTIFICACION

Diversos estudios han relacionado que existen interacciones entre
hormonas y parasitos; proponiendo que estos ultimos son influenciados con las

hormonas y factores de crecimiento presentes en el hospedero.

Se ha demostrado experimentalmente un aumento en la concentracion
de huevos en heces de ovejas después de ser inyectadas con prolactina
previamente inoculadas con H. contortus (Fleming, 1993). Sin embargo, otras
hormonas podrian participar estimulando este fenémeno, recientemente, se ha
demostrado la presencia de posibles receptores para la progesterona y prolactina

en larvas 3 de H. contortus (Gutiérrez-Amezquita et al., 2014 y 2015).

La hemoncosis se presenta mas en animales jovenes, esta
susceptibilidad generalmente se asocia a un sistema inmunoldégico con un
desarrollo insuficiente para modular infecciones, sin embargo, las hormonas
presentes en etapas juveniles (GH, IGF, EGF) podrian tener efectos sobre la

susceptibilidad.

Hasta el momento, la mayor parte de los trabajos de endocrinologia
parasitaria se han enfocado a las hormonas presentes en animales adultos las
cuales se han asociado a susceptibilidad, sin embargo, poco se sabe de las
hormonas presentes en animales jovenes que pudieran tener efecto sobre los
parasitos, entre éstas se encuentra la hormona de crecimiento la cual tiene una

amplia relacion con la prolactina (Escobedo y Morales, 2004).

El primer paso para demostrar que alguna hormona pudiera tener un efecto
biologico sobre el parasito es demostrar la presencia de un receptor para dicha
hormona en el parasito. Por lo anterior, en el presente estudio, se pretendi6
identificar la presencia de posibles receptores para la hormona del crecimiento en
L3 de H. contortus mediante la técnica de Citometria de flujo e

Inmunofluorescencia.
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OBJETIVOS

GENERAL

Identificar la presencia de un posible receptor para la hormona del

crecimiento en larvas 3 de Haemonchus contortus.

PARTICULARES

¢ Identificacion de la poblacion celular en el cuerpo de larvas de H. contortus

positivas a un posible receptor para GHR.

e Inmunolocalizacion de los posibles receptores de la hormona del

crecimiento en larvas 3 de H. contortus.
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HIPOTESIS

Las larvas 3 de Haemonchus contortus tienen moléculas semejantes a

receptores para la hormona del crecimiento.

16



MATERIAL Y METODOS

UBICACION

La obtencidon de larvas de H. contortus, se realizdé en el laboratorio de
Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos de la Unidad de Investigacion
Multidisciplinaria de la FES-Cuautitlan UNAM, campo 4. Las pruebas de citometria
de flujo e inmunofluorescencia se realizaron en el Instituto de Investigaciones
Biomédicas de la UNAM, Laboratorio del Dr. Jorge Morales Montor y la Dra.

Norma Moreno respectivamente.
MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizdé un cordero calostrado ,raza Columbia de tres meses de edad, con
un peso aproximado de 10 kg, se alojé en un corral de 5x5 m?, se le proporcion6
agua ad libitum y como alimento base se le proporcion6 heno de alfalfa y

concentrado.
INFESTACION

El cordero se desparasitdé con la finalidad de eliminar la carga parasitaria
presente, posteriormente se realizarobn examenes coproparasitoscopicos para
comprobar la ausencia de parasitos gastroentéricos. Para la obtencién de larvas
de H. contortus se infesté el cordero via oral con 5000 L3 activas de la cepa del

laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos.
OBTENCION DE L3 DE H. contortus

Se realizé un cultivo larvario (Alba, 2007) para la obtencion de L3 de H.
contortus; las heces se tomaron directamente del recto del animal previamente
infestado; estas se llevaron al laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de

Parasitos de la FES-Cuautitlan, UNAM para proceder al cultivo.

Se colocaron las heces en cajas de Petri chicas y se les agrego un poco de

agua corriente, estas cajas se colocaron en cajas de Petri grandes con mas agua,

17



se taparon y se introdujeron en la estufa de cultivo (26 a 28°C) durante siete dias,

pasado este tiempo se recolectaron las larvas mediante la técnica de Baermann.
Obtencién de L3 sin cuticula

Para recuperar L3 sin cuticula se tomaron 10 mL del cultivo larvario
obtenido por la técnica de Baermann, se centrifugo a 55 g durante 5 min, se
decantod y se aforo a 10 mL con agua destilada, se repitio este procedimiento tres

veces para enjugar las larvas.

Se quitd la cuticula de las larvas agregando Hipoclorito comercial (Cloralex)
al 5%, se afor6 a 10 mL y se centrifugd a 700 g por 7 min; posterior al
centrifugado se elimind el sobrenadante y se colocaron 50 uL en un portaobjetos
con la finalidad de observar el desprendimiento de la cuticula; una vez que se
verifico el desprendimiento de la cuticula se realizaron 4 enjuagues con PBS 1x

centrifugando (55 g / 5 min), aforando y decantando hasta obtener larvas limpias.
CITOMETRIA DE FLUJO

Para realizar la citometria se obtuvieron células de larvas 3 de H. contortus
sin cuticula. Las células fueron disgregadas con un micropestle, hasta no ver
grumos; se centrifugaron a 600 g por cinco minutos, se decanté el sobrenadante y
se agregaron 100 pyL de paraformaldehido al 4% por quince minutos a 37°C para
fijar las células disgregadas; pasado este tiempo las células se permeabilizaron
con metanol al 70% por 30 minutos a una temperatura de 37°C y después se

enjuago con PBS 1x y centrifugd a 600 g durante cinco minutos.

Las células se incubaron con el anticuerpo anti-GHR 1:30 (Santa Cruz,
Biotechnology, USA) por quince minutos a 37°C y se volvieron a centrifugar con
PBS1x para eliminar el exceso de anticuerpo primario; después se incubaron con
el anticuerpo secundario anti-lgG de ratéon en una dilucién 1:200 (eBioscience,
USA) acoplados al fluorocromo Alexa 647 , durante treinta minutos a 4°C (Nava-
Castro et. al. 2011). Después se pasaron por el citdmetro de flujo FACScalibur y
el software FlowJo del Laboratorio del Dr. Jorge Morales Montor en el Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.
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INMUNOFLUORESCENCIA

Se utilizarén aproximadamente 10,000 larvas 3 enjuagadas sin cuticula en
PBS 1x. Posteriormente se fijaron con paraformaldehido al 4% por 15 min a
temperatura ambiente (1 mL aproximadamente). Después de la fijacién las larvas

se centrifugaron y se realizaron 2 enjuagues con PBS 1x (5 min cada uno).

Posterior al enjuague, las larvas se embebieron en una solucion de
sacarosa al 30% en PBS por 24 horas. Pasado este tiempo se enjuagarén con

PBS 1x por 5 minutos (2 veces).

Las larvas embebidas en sacarosa se permeabilizaron con Triton 1% en
PBS 1x durante una hora, después se realizaron dos enjuagues con PBS 1x por 5
minutos y se bloqued toda la noche con albumina al 1% a 4°C. Se alicuotaron las
larvas en 6 tubos, 3 se utilizarén para la deteccidon del receptor de hormona del
crecimiento (GHR) de la marca Santa Cruz Biotechnology; los 3 tubos restantes
como respectivos controles negativos. La incubacion del Ac se dejo por 24 horas
a 4°C con una concentracion 1:300 diluido en albumina al 1%. Las larvas
obtenidas se incubaron se enjuagaron 4 veces con PBS 1x y se bloqueo con
albumina al 1% por 5 minutos. Posteriormente, todos los tubos se incubaron con
el anti-lgG de ratén acoplado al fluorocromo FITC (Molecular, Probes ®, USA) a

una concentracién 1:100 incubandose por 24 hrs a 4°C.

Para finalizar las larvas se enjuagaron 2 veces con PBS 1x y se montaron
en portaobjetos excavados. Como medio de montaje se utilizé DAKO®. Las
laminillas se dejaron por 24 horas a 4°C antes de analizarlas. Las muestras se

observaron en un microscopio confocal (Pascal Zeiss LSM5).
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RESULTADOS

CITOMETRIA DE FLUJO

En la figura 2 se observa toda la poblacion celular (plot celular) de los
disgregados de larvas 3 de H. contortus dividido en cuatro cuadrantes, los cuales
indican el tamafo y granularidad de las células. El primer disgregado (Q1) se
localiza en la parte superior izquierda, representan el 4.31% de células pequenas
y de una gran granularidad del total de células. El 29.4% del plot celular se
encontré en el disgregado Q2, donde la poblacion fue representada por células
grandes y muy complejas. El siguiente disgregado (Q3) ubicado en la parte
inferior derecha y con un porcentaje de 12.2 tuvo una celularidad de gran tamafno
pero poca granularidad; por ultimo dentro del cuarto cuadrante (Q4) encontramos
que el 54.2% de las células son de poca complejidad y tamafno reducido. El total

de células analizadas en cada disgregado fue de 10,000 eventos.
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Figura 2. Plot Celular. Muestra el tamafno y la complejidad de las células
de H. contortus; Q1 células pequefias y complejas; Q2 células pequefias
y muy complejas; Q3 células grandes y poco complejas; Q4 células
pequenas y poco complejas.
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Se analizaron tres regiones del plot celular obtenido. En la figura 3 se
muestran las regiones y sus respectivos histogramas comparando células sin
tefir, células incubadas con el anticuerpo secundario y células incubadas con el
anticuerpo dirigido a GHR. A-1) muestra la primera region, incluye células de
diferente tamano y granularidad (20.2% de las células del plot); A-2) representa el
histograma de la misma region, mostrando el 0.933% de células positivas. B-1)
muestra la segunda region, incluye células de baja granularidad y tamafo (12.9 %
de las células del plot); B-2) el histograma de esta region muestra un porcentaje
de células postivas de 0.718. C-1) muestra la region 3 que incluye células de gran
tamafo y granularidad (2.39% de las células del plot); C-2) en este histograma el

porcentaje de positividad es de 3.81%.

En la figura 4 representa la comparacién de medias de las tres regiones, en
la region 1 el porcentaje de células positivas fue de 0.845, en la region 2 el
porcentaje de células positivas fue de 0.748 y en la region 3 el porcentaje de
células positivas fue de 3.34. Observando que en la ultima regién el porcentaje de

células positivas fue mayor en comparacion a las otras dos regiones.
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S5C-H:: Side Scatter GRANULARIDAD

Figura 3. Ejemplos de Plot celular e histogramas por region. A1) Plot celular de la
region 1. A2) Histograma representativo de la regién 1. B1) Plot celular de la regién 2.
Histograma representativo de la region 2. C1) Plot celular de la region 3. C2)
Histograma representativo de la regién 3.
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Comparacion del porcentaje de células positivas
de las 3 regiones
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Figura 4. Comparacién del porcentaje de positividad de las tres regiones de
células incubadas con GHR. Region 1: 0.845%, Region 2: 0.748%, Region 3:
3.34%

INMUNOFLUORESCENCIA

Los resultados que se obtuvieron de la inmunofluorescencia, mostraron la
localizacion de las células positivas para el posible receptor de la GH dentro de
una larva 3 de H. contortus. En la figura 5 se presenta una larva permeabilizada e
incubada unicamente con el anticuerpo secundario (control negativo). 5-A) Larva
en un campo obscuro (estimulada con fluorescencia), 5-B) La misma larva en un
campo claro (microscopia convencional), 5-C) Transposicion de las imagenes A 'y

B, no se observa fluorescencia.

En la figura 6 se presenta una larva permeabilizada e incubada con el
anticuerpo primario y el anticuerpo secundario. 6-A) Larva en un campo obscuro
(estimulada con fluorescencia), 6-B) La misma larva en un campo claro
(microscopia convencional), 6-C) Transposicion de las imagenes A y B, se

observan células con fluorescencia en la region intestinal de la larva.
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Figura 5. Control negativo larva 3 de H. contortus. A): Muestra el campo
oscuro observado para el filtro de fluorescencia.B): Larva con campo claro,
C): Larva con transposiciéon de ambos campos Ay B.

Figura 6. Larva 3 de H. contortus fluorescente. A): Muestra el campo oscuro
observado para el filtro de fluorescencia.B): Larva con campo claro, C): Larva
con transposicion de ambos campos Ay B.
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Figura 7. Esquema de la larva Figura 9. Larva 3 de
infectante (L3) de nematodos H. contortus fluorescente.

gastrointestinales de ovinos.
Tomado de Niec, 1968.
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DISCUSION

La presencia de hormonas en el hospedero y los efectos de estas en los
parasitos ha sido un tema estudiado ampliamente en los ultimos anos. Se ha
demostrado que existe una interaccion entre hormonas y parasitos; proponiendo
que estos Uultimos podrian beneficiarse con las hormonas y factores de
crecimiento presentes en el hospedero. Las hormonas necesitan fijarse a un
receptor especifico para tener un efecto sobre la célula. La presencia de este
receptor en una célula es una prueba indirecta de que esta hormona tiene efecto
en dicha célula. En este trabajo se demostré la presencia de un posible receptor
para la GH en larvas 3 de H. contortus mediante las técnicas de citometria de flujo

e inmunofluorescencia.

La citometria es una técnica que permite determinar en forma rapida y
confiable el porcentaje de células a las que se fija un anticuerpo marcado contra
una molécula especifica (Nava-Castro et al., 2011). En este trabajo se observo
que las larvas de H. contortus tienen células a las que se fijo un anticuerpo anti-
GHR, lo que indirectamente indica la presencia del receptor. Esto sugiere que las

larvas de H. contortus pueden utilizar la GH del hospedador en su beneficio.

Un plot obtenido en una citometria, muestra la distribucién de las células
evaluadas de acuerdo a su tamafo y granularidad (indirectamente mide
complejidad). Los resultados obtenidos, muestran que el mayor porcentaje de
células evaluadas fueron células pequenas y poco complejas. Esta distribucion es
similar a la obtenida cuando se evaluaron células de Toxocara canis (Chavez-
Guitron et al., 2016), Taenia solium, Taenia crassiceps y Trichinella spiralis (Nava-
Castro et al, 2011).

En el contexto anterior, la region con mayor porcentaje de positividad fue
la region con células de gran tamafo y granularidad (regién 3), en donde un
3.34% de células presentaron moléculas semejantes al receptor de GH, lo que
nos hace suponer que son células intestinales debido a su complejidad y

localizacion. Se verificd con la inmunofluorescencia en donde se observé que las
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células marcadas (posible receptor de GH) se localizarén en el intestino. Lo
anterior sugiere que al estimular las células del intestino, este seria mas eficiente
en la conversiéon de alimento y produciria un mejor desarrollo de la larva. Futuros
estudios en donde se evalue el efecto directo de la hormona sobre el metabolismo

y crecimiento del parasito, permitiran determinar si esta hipotesis es correcta.

La presencia de diferentes receptores hormonales en otros parasitos, ha
sido estudiada, recientemente se demostro la presencia y expresion de receptores
para prolactina en Toxocara canis (Chavez-Guitron et al., 2016) y Toxoplasma
gondii (Dzitko et al., 2013); en H. contortus se demostraron receptores para
progesterona, estrogenos y prolactina (Gutierrez-Amezquita et al., 2014 y 2015);
Ancylostoma caninum, Strongyloides stercoralis, Dirofilaria immitis presentaban
receptores para testosterona y progesterona (Wu y LoVerde, 2011), en Taenia
crassiceps se encontré receptores para estrogenos (lbarra et al., 2011). Sin
embargo, este es el primer estudio que ha demostrado la presencia de receptores

de GH en algun nematodo parasito.

Se ha asociado los niveles de prolactina al fendmeno de alza postparto
de huevos de H. contortus en ovinos. Gutierrez-Amezquita et al. (2015) demostré
que existen moléculas semejantes a los receptores de prolactina en larvas de H.
contortus, dada la similitud que existe entre la prolactina y la hormona del
crecimiento, se podria pensar que esta podria tener efectos parecidos afectando a
otra etapa fisiolégica del hospedador. La GH es una hormona presente en
animales jovenes los cuales a su vez presentan un sistema inmunoldgico
inmaduro; la asociacion de la hormona y sus posibles efectos en el parasito, asi
como la inmadurez inmunoldgica podrian estar asociados a la susceptibilidad de

animales jovenes a esta infeccion.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos indican que las células de larvas 3 de H.
contortus expresan posibles receptores para la hormona del crecimiento y que

estas células se encuentran a nivel intestinal.
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