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RESUMEN

En la actualidad se realizan trabajos para encontrar razas o lineas de ovinos que
presenten resistencia natural a los nematodos gastrointestinales (NGI) para su control y
eliminacién, buscando sistemas menos dependientes de los antihelminticos. En el presente
trabajo se evalu6 la correlacion de la resistencia a la hemoncosis con el nimero de
mastocitos tisulares y las subpoblaciones linfocitarias (CD4", CD8" y gamma-delta (y5%),
presentes en el abomaso y el nodulo linfatico de corderos de las razas Blackbelly (Bb) y

Columbia (Cb) infectados experimentalmente con Haemonchus contortus.

Se utilizaron 30 corderos de 6 a 8 meses de edad que se dividieron en cuatro grupos.
El grupo 1 (n=10) y 2 (n=5) estuvieron formados por corderos de la raza Bb. El grupo 3
(n=10) y 4 (n=5) se formo6 con los corderos Cb. Los corderos de los grupos 1y 3
semanalmente se inocularon con 1000 L3 de H. contortus durante seis semanas, y los

corderos de los grupos 2 y 4 se utilizaron como grupos control.

Por 15 semanas se tomaron muestras de materia fecal para evaluar la eliminacién de
huevos, posteriormente todos los animales fueron sacrificados. Se tomaron muestras de las
regiones fundica, pildrica y linfonodo abomasal para la elaboracion de los cortes
histoldgicos. Para el conteo de mastocitos se realizaron cortes en parafina tefiidos con azul
de toluidina. Para la determinacion de los linfocitos T CD4", CD8" y WC1" (y5), se
realizaron cortes en congelacion procesados para inmunohistoquimica con el sistema
biotina avidina peroxidada, y para la deteccién de cada marcador se utilizaron anticuerpos
monoclonales anti-CD4", anti-CD8" y anti-WC1*. Para los mastocitos como para los
linfocitos T se elabor6 un registro del nimero de células en cada uno de los campos, asi
como el area del tejido analizado en um?y las cuentas expresadas en cantidades totales de

células por cmde tejido.

Los resultados mostraron correlaciones positivas significativas entre los linfocitos

CD4" y los linfocitos gamma-delta (y8*) en la region pildrica. EI mayor nimero de estas



subpoblaciones, se presentaron en los grupos infectados en relacion con su grupo control.
Sin embargo la raza Bb mostr6 un mayor numero de estas subpoblaciones en comparacién
con laraza Cb y entre region y region hubo mayor presencia celular de estas subpoblaciones

en la region pildrica en relacion con la regién fandica.

Las correlaciones negativas significativas se presentaron a nivel de la regién pilorica
entre: los linfocitos CD4" y huevos por gramo de heces (hgh), entre CD4" y fases adultas
(FA) y entre los linfocitos gamma-delta (y5") y hgh. Estos resultados sugieren que estas

subpoblaciones estan directamente relacionadas con la resistencia a NGI.



ABREVIATURAS:

Bb ..o Blackbelly

Cb . Columbia

hgh ..o Huevos por gramo de heces.
Fa ., Fases adultas

NGE ............. Nematodos gastroentéricos

FAMACHA.. Clinical identification of developing anemia

RFA ........... Region fundica abomasal
RPA ............ Region pilérica abomasal
LA Linfonodo abomasal
Pl Posinfeccion

0] [ Potencial de hidrogeniones



INTRODUCCION

La verminosis gastroentérica es el principal problema sanitario de los pequefios
rumiantes, repercute en la produccion y ocasiona pérdidas econémicas relevantes en todo el
mundo (Chandrawathani et al., 1999; Vazquez, 2000). EI mayor impacto econémico se
observa en los sistemas de produccidn en pastoreo especialmente en los paises tropicales
(George & Quirdz, 1993) y de climas céalidos, (Gaxiola et al., 1996) en los que existen
abundantes lluvias durante el verano (Radostits et al., 2002). Esta enfermedad, es producida
por nematodos de varios géneros que interaccionan en el tracto digestivo de los rumiantes y
traen como consecuencia importantes trastornos metabolicos (Cuellar, 1986). Los
nematodos gastroentéricos NGE maés frecuentes en los ovinos de México, son: Haemonchus
contortus, Teladorsagia circumcinta, Trichostrongylus sp., Cooperia spp., Strongyloides
papillosus., Chabertia ovina, Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., y Trichuris ovis.
(Quiroz, 1986).

En México se han descrito practicamente todos los géneros de NGE que afectan al
abomaso, intestino delgado, ciego y colon de los rumiantes. No obstante eso, el género mas
frecuente y abundante en casi todos los ecosistemas del pais es H. contortus (Cuéllar,
2003). Este parasito se localiza en abomaso y esta ampliamente distribuido en México y
esta presente todo el afio en las pasturas (Liébano et al.,1992). H. contortus es uno de los
NGE mas virulentos, causa alta mortalidad y reduce la produccion y rentabilidad de las
explotaciones (Morteo et al., 2004). Las pérdidas mas importantes se producen en los

corderos, especialmente en aquellos recién destetados (Radostits et al., 2002).



CLASIFICACION TAXONOMICA DE Haemonchus contortus (Urquhart et al., 2001)

Reino: Animalia

Phylum: Nemathelminthes

Clase: Nematoda

Orden: Strongylida

Superfamilia: Trichostrongyloidea
Familia: Trichostrongylidae
Género: Haemonchus

Especie: contortus

Son sinénimos de Haemonchus contortus el gran gusano del estdbmago de los
rumiantes, gusano del cuajar de los rumiantes (Soulsby, 1987) y gusano poste de barbero
(Lapage, 1981, Donald y Willians, 2001).

Morfologia

La parte anterior es muy delgada y presentan un orificio bucal y una lanceta que se
origina en el lado dorsal de la base (Quiroz, 2003). La lanceta permite a estos parasitos
erosionar la mucosa del abomaso (Lapage, 1981). Los machos adultos tienen un color rojo
uniforme en todo el cuerpo, miden de 10 a 20 mm., tienen un rayo dorsal asimétrico en la
bursa copulatoria en forma de Y invertida (Quiroz, 2003). Las espiculas tienen forma de
cuna y miden de 0.46 a 0.506 mm de longitud (Soulsby, 1987).  Las hembras son mas
grandes, miden de 18 hasta 30 mm. de longitud, la vulva esta localizada a una distancia de la
cola equivalente a un cuarto de la longitud del cuerpo y esta cubierta por una protuberancia
[lamada labio vulvar. El Utero es blanco y esta lleno de huevos. El Utero esta enrollado
alrededor del intestino, lo que le da la apariencia de un palo de barberia. Los huevos son

ovales e incoloros, tienen un cascaron delgado, miden de 70 a 85 um de largo y de 41 a 48

um de ancho, cuando son eliminados presentan de 8 a 16 blastomeros (Soulsby, 1987).



Ciclo bioldgico

El ciclo bioldgico siempre es directo y el huésped se infecta al ingerir larvas 3 junto
con el pasto. El ciclo se divide en una fase no parasita fuera del huésped y otra parasita en el
interior. En el abomaso del huésped los machos y las hembras copulan. Las hembras
fecundadas producen de 5,000 a 10,000 huevos al dia. Los huevos son eliminados en la
materia fecal contaminando los pastizales, en los cuales se desarrollan tres etapas larvarias
no parasitas (Dwight, 2004; Lapage, 1981; Quiroz, 2003). Las larvas en fase L1 se
desarrollan y eclosionan del huevo uno o dos dias después de que fueron eliminadas. Al
completar su crecimiento muda de epidermis (primera ecdisis) para convertirse en una larva
de fase L2. Tanto la L1 como la L2 permanecen cerca de las heces donde se alimentan de
bacterias y esporas de hongos del medio donde se encuentran (Cordero et al ., 2000; Lapage,
1976).

En la segunda muda (segunda ecdisis) se conserva temporalmente la cuticula de la
fase L2 como una vaina protectora sobre la larva de fase L3 infestante y no se desprende de
ella hasta que encuentra al hospedador adecuado (Dwight, 2004). Por lo tanto esta L3 no
puede alimentarse y se mantiene de los granulos de material alimenticio que han sido

almacenados dentro de las células que recubren su intestino (Lapage, 1981).

El desarrollo y supervivencia de las larvas en los pastos depende de las condiciones
climéticas y micrometeorologicas, tipo de suelo, terreno, naturaleza y cantidad de vegetacion
(Norman, 1978). Las L3 de H. contortus no resisten la desecacion ni las bajas temperaturas
(Soulsby, 1988). En condiciones adecuadas el desarrollo de la L3 se alcanza de 4 a 7 dias
después de la eliminacion en materia fecal (Lapage, 1976). Esta tercera larva es la fase
infestante. La primera y segunda larva no pueden infestar a un nuevo huésped y si son

ingeridas por algin animal seran digeridas (Lapage, 1981).

La infeccion se produce cuando estas larvas envainadas son ingeridas por los ovinos
al pastar (Bowman,2004). En el rumen, la larva emerge de la cubierta para transformarse en

la larva tres (L3) infestante y se vuelve parasita en el abomaso del huésped.



Una vez que la larva infestante se ha liberado, pasa hacia el abomaso y entra en una
fase del ciclo bioldgico llamada fase tisular o histotropica, durante la cual, la L3 penetra a
las criptas glandulares géstricas. H. contortus tiene afinidad por la mucosa de la region
fandica (Maena y Rojo, 1999). La L3 en la mucosa se alimenta de sangre, crece y muda a
L4, esta también crece e ingiere sangre, sale de la mucosa a la luz abomasal y muda a larva
L5 o preadulto (Norman, 1978 Meana y Rojo, 1999). Esta quinta larva se desarrolla
directamente, sin ecdisis hasta transformarse en el gusano adulto, macho o hembra
(Lapage, 1981).). Despues de la copula las hembras comienzan a producir huevos cerrando
el ciclo (Meana y Rojo, 1999).

Durante el ciclo de vida de H. contortus se puede producir un fendmeno de
adaptacion denominado hipobiosis, consistente en la suspension temporal y facultativa de su
desarrollo (Cordero et al., 2000). Influenciadas por situaciones climaticas o ecoldgicas
adversas, como los inviernos de las regiones templadas o la estacion seca en algunos climas
tropicales, algunas larvas de H. contortus entran en hipobiosis (Radostits et al., 2002). El
periodo de hipobiosis o desarrollo larvario tisular en letargo temporal, tiene un papel muy
importante en la epidemiologia, ya que permite al parasito sobrevivir en la mucosa
abomasal del hospedador como L4 inhibida o hipobiotica, durante el periodo o la estacion
en las que las condiciones climaticas o ambientales no son favorables para el desarrollo de
los estados evolutivos fuera del huésped. Reiniciando su desarrollo hasta que algun estimulo
relacionado con la llegada de la primavera, el ciclo reproductor (por la relajacion de la
respuesta inmune alrededor del parto) o el inicio de las estaciones lluviosas presenten
condiciones favorables para completar su ciclo (Armour, 1980; Quiroz, 2003, Bowman,
2004). En ausencia de hipobiosis el periodo de prepatencia es de 15 a 20 dias (Soulsby, 1988
y Meana y Rojo 1999).



Epidemiologia.

La epidemiologia de H. contortus va a ser diferente dependiendo de que se presente
en areas tropicales y subtropicales o en zonas templadas (Urguhart et al., 2001). La
epidemiologia de la hemoncosis esta condicionada principalmente por la elevada fecundidad
de las hembras y por la velocidad a la que las larvas infestantes pueden desarrollarse en
condiciones calidas y de humedad, por lo tanto, cuando las condiciones son favorables, se
pueden acumular una gran cantidad de larvas infestantes 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 et al., 2002)

El desarrollo larvario oOptimo de H. contortus se produce a temperaturas
relativamente elevadas por lo que la hemoncosis es una enfermedad del ganado ovino en
climas templados y célidos. Sin embargo, la humedad que se mantiene en el interior de las
heces y la vegetacion es también esencial para la supervivencia de las larvas y su desarrollo,
por lo que la frecuencia y la gravedad de los brotes de la enfermedad estdn muy ligados a
las lluvias en una zona concreta (Urguhart et al., 2001). En algunas areas tropicales y
subtropicales, la supervivencia de los parasitos esta también asociada con la capacidad de

hipobiosis de las larvas de H. contortus.

En las areas templadas la epidemiologia de H. contortus es diferente a la de las zonas
tropicales. En zonas templadas las infecciones se desarrollan en dos sentidos, posiblemente
el mas comun es el ciclo sencillo anual. Las larvas infestantes que se han desarrollado de los
huevos depositados en la primavera son ingeridas por las ovejas y los corderos al principio
del verano. La mayoria de ellas se inhiben en el abomaso como L4 y no completan su
desarrollo hasta la primavera siguiente. Los signos clinicos de la hemoncosis aguda se
producen durante el periodo de maduracién de las larvas hipobioticas y en las ovejas

suelen coincidir con los partos (Urgahart et al., 2001).
La infestacion ocurre por la ingestion de las larvas por los animales susceptibles y la

enfermedad se puede presentar de forma hiperaguda, aguda y cronica dependiendo de la

inmunidad del hospedador, su resistencia natural, nimero de larvas ingeridas, condicién de
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macro y microclima, tipo de suelo, naturaleza de la vegetacion, grado de poblacion, nimero
de rumiantes silvestres y otros huéspedes que pastorean en el mismo potrero. La fuente de
infestacion estd representada por los animales parasitados que eliminan huevos en las
heces. (Norman, 1978)

Las causas predisponentes de la enfermedad son la sobrecarga de pastoreo, pastos
suculentos, climas humedos y calidos. Ademéas existen otros factores propios del
hospedador, entre los que se encuentran: raza, estado nutricional y el estado fisiolégico
(Bowman et al., 2004). Otro aspecto importante entre los factores ambientales es la hora del
dia en que pastorean, siendo mas peligroso el pastoreo por las mafianas ya que la presencia
de rocio facilita que se ingieran cantidades masivas de larvas que desarrollan cuadros

clinicos de nematodiasis gastroentérica (Cuéllar, 1992).

El factor racial es determinante en la severidad de la hemoncosis, los animales
nativos o genéricamente llamados criollos, resisten mas las infecciones parasitarias en
comparacion con los animales de razas puras o exoticas (Cuéllar, 1992). Existen razas de
ovinos que han demostrado resistencia natural a la hemoncosis, entre estas se encuentran: la
Blackbelly (Yazwinki et al., 1976), Florida (Torres et al., 1994), Red masai (Mugambi et
al., 1996), Nali (Singh et al., 1997).

El estado nutricional del hospedador puede determinar el establecimiento y
desarrollo de los parasitos ademas del curso de la infeccion (Cordero, 2000). Los animales
subnutridos que consumen raciones muy bajas en proteina cruda, de menos del 3% son mas
susceptibles a infestaciones masivas, en relacion con aquellos que mantienen dptimas
condiciones nutricionales, cuya base esta en la cantidad y calidad del alimento consumido,

en especial en lo referente a proteina. (Cuellar, 1992, Radostits et al., 2002).

Existe un aumento considerable en el nimero de huevos eliminados por las ovejas
entre las cuatro y ocho semanas después del parto, a este fenémeno se le ha denominado,
alza posparto o alza lactacional. En realidad existen dos aumentos que en general coinciden

el tiempo, uno el lactacional en las hembras en tiempo de secas y el de primavera que se
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presenta en menor intensidad. Las causas del aumento lactacional y de primavera son el

aumento de la fertilidad del gusano y su namero en el tracto digestivo (Soulsby, 1984).

Patogenia

El parésito afecta principalmente la mucosa del abomaso causando importantes
cambios estructurales, en las glandulas gastricas, distension local, histolisis y pérdida de
células pariétales (Martin y Artken, 2000). Las células parietales (productoras de acido
clorhidrico) y las cimogénicas o principales (productoras de pepsindgeno) son remplazadas
por células no diferenciadas y no funcionales dando lugar a una disminucién en su
secrecion. El incremento del pH abomasal esta relacionado con la reduccion en el namero
de células parietales fundicas, repercutiendo negativamente en la digestion al disminuir la
conversion de la proenzima pepsindgeno a su forma activa pepsina, que resulta en una
incompleta digestion de las proteinas. Se pierde el efecto bacteriostatico del pH. bajo, por lo
que aumenta el numero de bacterias. También aumenta la sintesis de gastrina que va
asociada al aumento de la contractibilidad del cuajar y del peristaltismo intestinal. El
resultado final es que el proceso digestivo se altera considerablemente (Kassai, 2002). Por
otro lado, se altera la union entre las células, que permite la salida de proteinas enddgena a la

luz abomasal y posteriormente a la luz intestinal (Soulby, 1987).

La anemia de la hemoncosis aguda se desarrolla en tres etapas, en la primera (las
tres primeras semanas iniciales de la infeccion) hay una baja progresiva del volumen celular
que se debe a que el sistema hematopoyético del animal tarda en reaccionar, pero el nivel del
hierro sérico se mantiene normal. En la etapa intermedia: el volumen de las células
empacadas disminuye y la hemorragia profusa del abomaso mas la eritropoyesis
compensatoria, baja los niveles del hierro sérico en forma alarmante. En la tercera y ultima
etapa, el volumen celular y los niveles de hierro serico decrecen en forma espectacular,
debido a la pérdida continua de hierro, proteinas al interior del tracto gastrointestinal y a la
anorexia, la médula se agota produciendo nuevos descensos del hematocrito al detenerse la

eritropoyesis. (Dunn, 1983).
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Los signos clinicos de la infeccion no son caracteristicos y suelen pasar inadvertidos,
sin embargo, cuando la carga parasitaria es alta se caracteriza por producir un sindrome de
mala absorcion, anemia, con palidez de las membranas mucosas, hiperpnea y taquicardia
(Martin y Artken, 2000 Schallig, 2000). La pérdida de proteina plasmatica provoca anasarca,

que se manifiesta en forma de edema submandibular (Dwight, 2004).

El gusano adulto se alimenta de sangre pudiendo causar anemias muy severas, un
pobre desarrollo, pérdida de peso y en una infeccion severa puede ocurrir la muerte
(Schallig, 2000). Por cada gusano en el abomaso se pierden aproximadamente 0.05 ml. de
sangre al dia, tanto por lo que ingiere el parasito, como por lo que se pierde al sangrar la
herida (Urguhart et al., 2001).

Signos clinicos

La enfermedad se puede presentar en tres formas: hiperaguda, aguda y cronica.

La hemoncosis hiperaguda: se presenta muy rara vez, se debe a la ingestion de
grandes cantidades de larvas, decenas de miles de parasitos atacan simultaneamente y el
animal pierde tanta sangre, que puede morir en una semana. En muchos casos la muerte es
repentina y no se observan signos preliminares. En otros, solo se aprecia una anemia

extrema y las heces son de color casi negro con sangre. (Dunn, 1983).

Hemoncosis aguda: Se observa en animales de todas las edades muestran anemia a
las dos semanas post-infeccion (P1) y se caracteriza por la progresiva y marcada caida del
valor del hematocrito, edema submandibular, facial y abdominal, pérdida de la condicién de
la lana, heces obscuras, los corderos jovenes muestran con rapidez debilidad y entran en
estado de letargo. Se produce una hipoproteinemia, hipoalbuminemia y la morbilidad se
eleva. Las hembras sufren de agalactia, por lo que los corderos mueren de desnutricion.
(Dunn, 1983, Martin y Artken, 2000.,Urguhart et al., 2001).

En la hemoncosis cronica no aparecen los signos clinicos carenciales

clasicos de la enfermedad, las ovejas se vuelven improductivas y muy delgadas, aparentando
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una situacion de malnutricion, con pérdida progresiva de peso y caida de la lana en los
animales adultos y falta de crecimiento en los corderos, el sistema eritropoyético es capaz de
compensar 'y mantener los efectos fuera de los limites letales. En casos intensos hay
letargo, debilidad y anorexia (Dunn, 1983, Martin y Artken, 2000).

Lesiones

Entre los hallazgos macroscopicos a la necropsia se incluyen: anemia grave, atrofia
serosa de los depdsitos grasos, anasarca generalizada y la presencia de un gran nimero de
H. contortus adultos, facilmente visibles en el abomaso, los gusanos pueden estar aun
adheridos o encontrarse libres en la ingesta. La pared del abomaso se encuentra hiperémica y
en la mucosa pueden presentarse coagulos de sangre. El contenido suele tener un color café
caracteristico debido a la presencia de sangre digerida. Al salir las primeras larvas 17, 21y
35 dias PI se aprecian alteraciones en las glandulas circundantes a las parasitadas. La salida
del parasito produce lisis en las células epiteliales del cuello de las glandulas, estimulando
la rapida division celular con marcada hiperplasia, con engrosamiento de la mucosa, edema
y aumento de células plasmaticas (Kassai, 2002). En la hemoncosis hiperaguda el abomaso

presenta una gastritis hemorragica con petequias y erosion, en toda la mucosa abomasal.

En la presentacion aguda la canal se observa palida, con ascitis e hidropericardio, la
sangre es de consistencia acuosa y el higado se observa palido y friable. Generalmente se
forma una gruesa capa de moco sobre la superficie del epitelio abomasal, asi como erosiones
o laceraciones locales con hemorragias de los capilares superficiales. Al corte de huesos
largos se presenta expansion de la médula roja a toda la cavidad medular y en las fases
finales de la enfermedad se extiende hasta la epifisis de los huesos largos (Dunn, 1983,
Martin y Artken, 2000). MicroscOpicamente, hay hipertrofia de la mucosa.

En la hemoncosis crénica se presenta hemaciacion y signos de desnutricion
pero el nimero de parasitos es bajo. Las manifestaciones clinicas en las ovejas son la
desnutricion, con pérdida progresiva de peso y caida de lana y en los corderos y falta de

crecimiento. En este estado, el sistema eritropoyeético del animal es hasta cierto punto capaz
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de compensar y mantener los efectos de los parasitos fuera de los limites letales (Dunn,
1983).

Respuesta inmunoldgica.
Inmunidad.

La funcion primordial de la respuesta inmune es promover la expulsién de los
vermes adultos y de sus larvas y prevenir las reinfecciones. El tamafio de los nematodos
(adultos o larvas), impide que sean destruidos por la accion directa de los anticuerpos o de
las células fagocitarias. (Cordero et al., 2000). En las infecciones parasitarias de mucosas se
presentan respuestas inmunes e inflamatorias locales exclusivas, esto significa que el sistema
inmune de la mucosas actua independientemente del sistema general. (Bautista, 1990). El
principal mecanismo efector implica la actividad de células citétoxicas, cuya accion es
mediada por anticuerpos que a su vez se unen a eosindfilos y otras células que destruyen a
los parésitos con sus secreciones. ElI aumento de IgE se atribuye a la capacidad de los
helmintos en general y de los nematodos en particular, para estimular especificamente
linfocitos CD4" Th2 que segregan IL-4 e IL-5. (Cordero et al., 2000).

Experimentos in vitro, sugieren que la citoxicidad dependiente de IgE mediada por
eosinofilios, puede ser particularmente efectiva, ya que la proteina béasica principal de los
granulos de los eosindfilos, puede ser mas toxica para los gusanos, que las enzimas
proteoliticas y que los radicales libres producidos por neutréfilos y macrofagos (Cordero et
al., 2000).

Respuesta Mediada por Células
Los linfocitos T cumplen dos funciones efectoras: producion de citocinas reguladoras
de la respuesta inmune y actividad citotdxica (James, 2004). Los linfocitos de las ovejas

infestadas por H. contortus liberan citocinas y experimentan blastogénesis en respuesta a

los antigenos del gusano.
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Los linfocitos T sensibilizados deprimen las actividades de los helmintos por dos
mecanismos: en primer lugar desarrollan una reaccion inflamatoria del tipo de
hipersensibilidad tipo I, la cual tiende a atraer a las células mononucleares y a los
eosinofilosal lugar de la invasion larvaria, en el segundo mecanismo, los linfocitos

citotoxicos pueden ser capaces de destruir a las larvas. (Tizard, 1996)

H. contortus en el abomaso secreta antigenos, los cuales actian como alergenos,
teniendo como consecuencia  una reaccion de hipersensibilidad tipo I, aguda y local,
especificamente en la region parasitada. La combinacién de los antigenos con la IgE unida a
las células cebadas hace que estas ultimas se degranulen y que liberen agentes vasoactivos.
Estos compuestos estimulan la contraccion del muasculo liso, y aumenta la permeabilidad
vascular. Asi, en la reaccion autocurativa, se producen contracciones violentas de la
musculatura intestinal y aumenta la permeabilidad de los capilares del 6rgano, lo cual
permite que fluya liquido hacia la luz intestinal. Esta combinacion hace que se desprenda y

expulse la mayor parte de los paréasitos (Urguhart, 2001; Tizard, 2002).

Las células cebadas o mastocitos

Se han identificado dos clases de células cebadas: unas estan asociadas a la mucosa
en la lamina propia y las otras se encuentran en el tejido conectivo, tienen diferentes
morfologia y caracteristicas bioquimicas y funcionales. Se originan de precursores
hematopoyéticos y se desplazan a tejidos en los que su desarrollo es regulado por dos vias,
en una de estas, una citocina llamada factor de células madre derivada de fibroblastos y de
células estomaticas de la médula 6sea, regula la multiplicacién de los mastocitos. En la otra
via se regula la produccion de mastocitos a través de citocinas derivadas de linfocitos T
(Tizard, 2002).

Las células cebadas del tejido conectivo son ricas en histamina y heparina. En
contraste las intestinales contienen sulfato de condroitina en lugar de heparina. Presentan
poca histamina y producen diferentes prostaglandinas, leucotrienos y proteasas, asi como
factor activador plaquetario. Se ha propuesto que los mastocitos de las mucosas reaccionan

de manera especifica a antigenos de helmintos (Tizard, 2002).
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Diagndstico.

El diagnostico debe de realizarse sobre la base de datos clinicos, historial
epidemioldgico de la parasitosis y analisis de laboratorio. Aungue algunos signos son muy
sugestivos, se debe comprobar enviando al laboratorio muestras de materia fecal colectadas
directamente del recto de los animales, para detectar la presencia de huevos de los parasitos.
Lo anterior debe hacerse en forma cuantitativa por medio de la Técnica de Mc Master y

cualitativa por medio de cultivos larvarios.

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

una fasciolosis cronica (Urguhart, 2001).

Control de la hemoncosis ovina.

Tradicionalmente el control de NGE se ha hecho mediante antihelminticos
Benzimidazoles, Probenzimidazoles, Lactonas Macrociclicas (Vazquez et al., 1984).
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 disefiadas para cada zona de acuerdo con los sistemas
de explotacion y las condiciones climaticas. (Cordero et al., 2000). El control estara dirigido
a la elaboracién de un calendario de desparasitacion especifico para cada region (Cuéllar,
1986).

El uso de la rotacion de potreros puede ser utilizado en el control de nematodos
(Cuéllar, 1986). Utilizacién racional de la pradera, como el descanso del potrero. La
separacion por edades permite utilizar los potreros con mayor carga de larvas por kg de
pasto para los animales adultos debido al grado de inmunidad que tienen y a los animales
jévenes introducirlos o permitir el acceso a pastos nuevos con menor carga de larvas
(Quiroz, 2003).
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Una buena nutricion aumenta la resistencia de los ovinos contra la infeccion por H.
contortus. La suplementacion alimenticia con proteina estimula la capacidad de algunas
razas mas susceptibles a resistir los efectos patogenos de la infeccion (Van y Bath.,1998).
La concentracién de cobalto en la dieta en ovinos es importante ya que animales sujetos a
dietas suficientes en cobalto y molibdeno son mas resistentes a la infeccion de H. contortus
(Blood et al., 1986).

Actualmente el empleo del sistema FAMACHA disefiado por Van Wyk. (1998). Es
un sistema que tiene como objetivo identificar clinicamente el desarrollo de la anemia de los
animales parasitados con H.contortus. Este se basa en la coloracion de la conjuntiva y es
representado con numeros (1,2,3,4,y 5) donde 1 y 2, son animales con infecciones leves,
mientras que animales clasificados con los nimeros 3, 4 y 5 son animales con infecciones
masivas. Este método puede ser complementado con otras técnicas como el porcentaje de

hematocrito y el conteo de huevos en heces.

La utilizacion masiva y reiterada de antihelminticos ha favorecido el desarrollo de
cepas resistentes a ellos, por lo que estos problemas han dado pauta para desarrollar métodos
de control de parasitos internos que sean menos dependientes de los antihelminticos tales

como la cria de ovinos genéticamente resistentes (Bisset y Morris, 1996; Miller et al., 1998).

Se han reportado variaciones importantes en la resistencia a nematodos
gastrointestinales entre diferentes razas ovinas; razas de pelo como la Red Massai (Preston
y Allonby, 1979), Blackbelly (Yaswinski et al., 1980), Romanov (Luffau et al 1990),
Florida, Saint Croix, Barbados y Navajo (Courtney et al., 1985), Katahdin (Parker et al.,
1993)., Castellana, Florida y sus cruzas (Gomez et al,. 1999), son mas resistentes a

nematodos que las razas europeas.
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Resistencia a la hemoncosis

El término "resistencia a nematodos" ha sido definido como la habilidad de un
huésped para iniciar y mantener una respuesta que evite o reduzca el establecimiento de los
parasitos o elimine la carga parasitaria (Albers y Gray. 1987). Los tipos de resistencia frente
a las enfermedades parasitarias se clasifican en dos categorias. La primera, también llamada
resistencia innata, esta asociada a la especie, la edad y la raza. La segunda categoria, la
inmunidad adquirida, depende de los estimulos antigénicos y de la posterior respuesta

humoral y celular (Urguhart, 2001).

Los mecanismos de la resistencia a la infeccion por H. contortus no son totalmente
conocidos. Varios autores han sugerido que estos pueden tener una base inmunoldgica
(Gomez et al., 1999). Y que esta pueda depender directamente de la respuesta celular de
linfocitos T. (Cordero et al., 2000). Otros factores asociados a la resistencia son el estado
nutricional, edad, sexo, raza, tipo de hemoglobina, respuesta eosinofilica, presencia de

ciertos antigenos leucocitarios o de algunos genes (Hohenhaus y Outteridge, 1995).

Para valorar el grado de resistencia, se ha adoptado como una medida indirecta el
conteo del nimero de huevos por gramo en las heces (Bisset et al.,1996), también se ha
valorado a través de la carga parasitaria del huésped (Albers y Gray, 1987) y su indice de

herencia se ha determinado en varias razas de ovinos (Woolaston et al., 1991).

La resistencia a los nematados adultos se puede manifestar de tres formas: La
primera es la eliminacion de la poblacién de nematodos adultos, la segunda son cambios en
la morfologia de los nematodos adultos y la tercera por una disminucién en la fecundidad de
las hembras parasitos (Balic et al., 2000).

La variacién genética de la resistencia a H. contortus entre y dentro de razas y su
utilizacion para seleccionar razas o lineas de ovinos resistentes, se estd utilizando en
programas de mejoramiento genético principalmente en Australia y Nueva Zelanda (Gray,
1997, Hooda et al., 1999).
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La forma mas confiable, para evaluar la resistencia genética, es conocer la cantidad
de parasitos (larvas y adultos) presentes en el tracto gastrointestinal de los animales
evaluados (Hooda,. 1999., Gray., 1992 Balic., 2000).

Resistencia a los antihelminticos

Por muchos afios se ha utilizado procedimientos quimicos para el control de los
parasitos gastrointestinales con buenos resultados (Vazquez et al., 1984); sin embargo
existen poblaciones de nematodos resistentes a los antiparasitarios, por lo que su uso ha
traido como consecuencia una disminucion de la eficacia y un avance significativo en el
camino de la resistencia parasitaria (Prichard et al., 1998; Gonzélez et al., 2003). El
problema se agrava cuando se emplean indiscriminadamente las distintas familias de
antihelminticos, convirtiendo la resistencia lateral en multiple (Prichard et al., 1998, Campos
et al., 1997). Por otra parte los residuos de los quimicos que se acumulan en los tejidos de
los animales, pueden ocasionar consecuencias adversas para la salud humana (Woolaston y
Baker, 1996). En México, los primeros casos de cepas de H. contortus con resistencia al
albendazol se encontraron en explotaciones ovinas en Puebla (Campos et al., 1990). A
ultimas fechas hay evidencia de resistencia al albendazol e ivermectina en Veracruz,
Campeche y Estado de México (Campos et al., 1992). Estos problemas han dado pauta a
desarrollar métodos de control de paréasitos internos que sean menos dependientes de los

antihelminticos.

Razas ovinas
A continuacion se mencionan algunas caracteristicas de las razas ovinas Blackbelly

y Columbia utilizadas para la realizacion de este trabajo.

La raza Blackbelly también es conocida como oveja de Barbados o panza negra es
originaria de Africa, y Barbados de donde se ha distribuido a las islas del Caribe, Centro
America, Estados Unidos y México. En México se ha difundido en todos los climas, desde
el tropico hasta las areas templadas. Son animales de talla pequefia, cuerpo estrecho, los
machos pesan de 48 a 70 kg. y las hembra de 32 a 45 kg. El pelo es de color rojizo obscuro o

claro, el vientre es negro al igual que las franjas que se proyectan sobre la parte interior de
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las patas y otra que va del encuentro sobre el cuello hasta la quijada, son acornes tanto
machos como hembras. Su comportamiento reproductivo, es uno de los aspectos mas
sobresalientes, no es estacional 1o que permite mas de un empadre por afio, Yy tiene una alta
taza reproductiva, su prolificidad es muy alta de 2.8 corderos por parto, de buen

comportamiento materno, se adapta bien al tropico seco (De Lucas, 2001).

La raza Columbia es el resultado de la cruza de carneros Lincoin con ovejas
Rambouillet. Desarrollada por el departamento de agricultura de EUA. Se considera como la
primera raza creada en Estados Unidos Su presencia en México data desde 1941. Los
animales de esta raza tienen un doble proposito y se caracteriza por su gran tamafio y peso.
Los machos alcanzan los 160 kg. y las hembras hasta 110 kg. Presentan cara blanca,
recubierta de pelo, son acornes y carecen de arrugas en la piel y el cuello. Los corderos al
destete tienen un peso promedio de 35 kg. Su tasa reproductiva se considera buena, con
fertilidades superiores al 90% y prolificidad moderada de 140% o mas, es considerada buena
madre y gregaria. Los corderos tienen buena velocidad de crecimiento y canales aceptables
y su influencia se expande a través de machos utilizados como sementales en el altiplano
central de Tlaxcala, Puebla, Veracruz e Hidalgo y como raza paterna en cruzamientos para

produccion de corderos (De Lucas, 2001).

21



JUSTIFICACION

En la actualidad el control de los nematodos gastroentéricos de los rumiantes
mediante el empleo de antihelminticos es cada vez menos efectivo, debido a la aparicion de
cepas resistentes a los mismos en varias partes del mundo, incluyendo México (Cuéllar,
2003, Figueroa et al.,2000).

La existencia de distintos grados en la resistencia a la hemoncosis ovina entre razas y
aun dentro de animales de la misma raza (Schallig, 2000), ha propiciado la seleccion de
animales con resistencia natural como una alternativa para el control no farmacoldgico de la
hemoncosis. Se ha determinado que la resistencia es una caracteristica altamente heredable
(Stear y Murray, 1994), por lo que dia con dia surgen nuevas lineas de investigacion
enfocadas en buscar caracteristicas genéticas y fenotipicas que estén asociados a la
resistencia, a fin de generar herramientas de seleccion de animales (Gill, 1994).

El presente trabajo, forma parte de una linea de investigacion dedicada a estudiar la
diferencia inmunolégica entre ovinos de alta y baja susceptibilidad a la hemoncosis ovina.
En este estudio se midi6 la respuesta celular, cuantificando los mastocitos y las
subpoblaciones linfocitarias CD4", CD8" gamma-delta (y5") presentes en la mucosa y
linfonodo abomasal, utilizando un modelo de infeccidn lenta controlada con H. contortus
en las razas Bb y Cb, anteriormente caracterizadas como de alta y baja resistencia a la
hemoncosis (Cuenca y Cuenca, 2005).La hemoncosis ovina es una enfermedad de gran
importancia, principalmente en aquellos lugares donde se practica el pastoreo, ocasionando
una ineficiencia bioldgica y econémica en los sistemas pecuarios del pais, disminuyendo la
produccion de los animales y ocasionando bajas utilidades al productor. Por lo que es
necesario buscar estrategias para el control de la hemoncosis utilizando razas mas
resistentes y con una alta capacidad de recuperacién a la infestacion por H. contortus. Ya
que se ha demostrado que la resistencia a NGE es una caracteristica heredable y esta

asociada a ciertos tipos raciales.

Se ha sugerido que la respuesta inmunoldgica esta asociada a la resistencia
(Schallig, 2000). En la respuesta inmune estan involucrados tanto componentes especificos
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(respuesta celular y humoral), como inespecificos (respuesta inflamatoria). La inmunidad
frente a los NGE se ha sugerido que es dependiente de la respuesta celular de linfocitos T,
(Cordero et al., 1999). Los estudios realizados hasta el momento, sobre la respuesta inmune
local son el resultado de infecciones aisladas, no existen reportes que comparen las
subpoblaciones linfocitarias abomasales en razas con diferentes grados de resistencia a la

hemoncosis experimental.

Por lo anterior, en el presente trabajo se compar6 el nimero de mastocitos y el tipo
de linfocitos T, presentes en las regiones fundica, pilérica y linfonodo abomasal de las razas
Bb identificada como resistente y de la raza Cb identificada como susceptible infestados de

manera experimental con H. contortus. (Cuéllar et al., 2004).
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OBJETIVOS.

Objetivo general. Contribuir al estudio de la inmunologia y patologia de la

hemoncosis experimental ovina.

Objetivos particulares:

Comparar el nimero de mastocitos tisulares en la region fundica y pilorica
del abomaso entre corderos de la raza Blackbelly (Bb) y corderos de la raza Columbia

(Cb) inoculados experimentalmente con L3 de H. contortus.

Comparar el nimero de linfocitos de diferentes subpoblaciones (CD4", CD8",
y gamma-delta (y8") en la region findica, region pildrica y linfonodo abomasal entre
corderos de la raza Bb y corderos de la raza Cb inoculados experimentalmente con L3

de H. contortus.

Correlacionar las subpoblaciones linfocitarias y los mastocitos tisulares con
namero de huevos eliminados en materia fecal y el numero de fases adultas en
corderos de la raza Bb y corderos de la raza Cb inoculados experimentalmente con L3

de H. contortus.
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HIPOTESIS.

Existen diferencias entre los ovinos Blackbelly y Columbia en la respuesta de
mastocitos y las diferentes  subpoblaciones
experimental.

linfocitarias en la hemoncosis
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MATERIAL Y METODOS

Lugar de realizacion

El presente trabajo, se efectué en la Unidad de Investigacién Multidiciplinaria en
Salud Animal, de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitldn perteneciente a la
Universidad Nacional Autonoma de Meéxico. Los animales fueron mantenidos en las
instalaciones de la unidad de posgrado de la misma Facultad. Km 2.5 Carretera Cuautitlan-

Teoloyucan, Cuautitlan Izcalli, Estado de México.

Animales

Se emplearon 30 corderos machos, libres de NGE de 6 a 8 meses de edad, con una
condicion corporal muy similar. Quince corderos fueron de la raza Bb y quince de la raza
Ch, estos animales procedieron de explotaciones ovinas orientadas hacia la produccion de
pie de cria, lo que garantizd la pureza racial. Todos los animales se mantuvieron en
estabulacion total en corrales para cinco animales. La alimentacion consistio en partes
iguales de alimento comercial para ovino con un 14% de proteina cruda Yy forraje molido
(alfalfa achicalada) en porciones calculadas al 4% de su peso corporal por dia. El agua se
les ofrecio ad libitum.

Antes de ingresar a los corrales a cada uno de los corderos se les realiz6 un examen
clinico y coproparasitoscopico para constatar que estuvieran clinicamente sanos y libres de

parasitos gastroentéricos.
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DISENO ESPERIMENTAL
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Los quince corderos de cada raza fueron divididos en dos grupos: Diez animales
fueron inoculados con larvas de H. contortus y cinco corderos no fueron inoculados y
formaron el grupo testigo. Los corderos de los grupos experimentales fueron inoculados
semanalmente por sondeo esofagico con 1000 L3 de H. contortus durante seis semanas. Los
corderos de los grupos testigo solo recibieron solucion salina fisiologica.

Semanalmente se tomaron muestras de la materia fecal y se contd el nimero de
huevos de H. contortus por una técnica modifica de Mc. Master (Esta parte del proyecto fue
realizada por Cuencay Cuenca y presentada como tesis de licenciatura en 2005).

Obtencidon y mantenimiento de las muestras de los tejidos.

En la semana 15 todos los animales fueron sacrificados humanitariamente utilizando
una pistola de embolo cautivo y se conto el nimero de fases adultas (Fa). Inmediatamente
después del sacrificio de los animales, se tomaron 2 muestras de aproximadamente un
centimetro cuadrado de la mucosa de las regiones fundica (RFA) y pilorica abomasal
(RPA), asi como de linfonodo abomasal (LA) completo, de cada uno de los animales. Una
muestra de cada region fue conservada en paraformaldehido al 4%, deshidratada, embebida
en parafina y procesada para cortes histolégicos tefiidos con azul de Toluidina. Ala otra
parte de la muestras se les incluyé en un criopreservador OCT (Tissue Tek) y se
conservaron en nitrégeno liquido hasta ser procesadas pora inmunohistoquimica de células
CD4", CD8" y WC1" (y9).

Los corderos fueron ordenados de acuerdo al promedio del numero de huevos por
gramo de heces, los cinco animales que mas eliminaron huevos y los cinco corderos que
menos eliminaron huevos, correspondieron a la raza Cb y Bb respectivamente. Las
correlaciones estadisticas, los conteos de subpublaciones linfocitarias y de mastocitos fueron

realizados a partir de estos animales.
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In6culo

Se utilizaron larvas de una cepa monoespecifica de H. contortus, aislada a partir de
un rebafio ovino comercial de Jilotepec, Estado de México, la cual fue mantenida por pases
sucesivos en corderos criados bajo condiciones de estabulacion total y con alimentacion
basada en forraje henificado y con un alimento balanceado comercial. A partir de la materia
fecal de los corderos receptores de la cepa de H. contortus, se realizaron cultivos larvarios
por la técnica de Corticely-Lai (Alba, 2007) y se incubaron por 7 dias a 28-30 °C. Las larvas

3 obtenidas fueron contabilizadas y almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Determinacion de la carga parasitaria

La cantidad de huevos por gramo de heces se realizo por una técnica modificada de
McMaster (Alba, 2007) y se expreso en huevos por gramo de heces (hgh). EI nimero de Fa
se establecié en el momento del sacrificio, el abomaso fue ligado y removido, el contenido
abomasal fue diluido en agua hasta completar 4 litros, se tomé una muestra del 10% de la
solucion y se cont6 el numero de Fa, el resultado se multiplicé por 10 y se expreso en

namero de Fa por animal.

Tincidn de azul de toluidina para la determinacion de mastocitos .

Los tejidos fijados en paraformaldehido se deshidrataron con etanol en grado
ascendente 60°, 70°, 80°, 90°, 96° y finalmente con etanol absoluto. Se embebieron en
parafina y con los bloques obtenidos se realizaron cortes histoldgicos de 5um de grueso con
un microtomo. Los cortes fueron desparafinados y rehidratados, posteriormente fueron
sumergidos en el colorante azul de toluidina al 0.5 % por 40 minutos. Los cortes tefiidos se
lavaron con agua destilada, posteriormente se deshidrataron con alcoholes de grado
ascendentes y se sumergieron en Xileno. Los cortes obtenidos se montaron en resina para su

conservacion.
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Determinacion de Linfocitos T CD4", CD8*, Gama-deltas (y8*) por medio de la técnica
de inmunohistoquimica

Con un criotomo se realizaron cortes de 5 um de cada una de las muestras
conservadas en nitrogeno liquido. Los cortes obtenidos fueron adheridos a portaobjetos con
poli-L-lisina (SIGMA LABS) para evitar el desprendimiento del tejido. Los cortes fueron
fijados en acetona durante 10 minutos, los cortes fijados y adheridos al portaobjetos se

conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion para la técnica inmunohistoquimica.

La técnica de inmunuhistoquimica fue estandarizada y se realiz6 con un kit comercial
(ZYMED LABS) bajo el siguiente protocolo:

* Hidratacion de las muestras. Se colocan las laminillas durante 10 minutos en PBS
para eliminar la solucion crioprotectora y rehidrar los tejidos.

* Bloquéo de peroxidasa enddgena. Los cortes se incubaron por 45 segundos en una
solucion bloqueadora (Peroxo Block) a temperatura ambiente. Al finalizar se lavaron
las laminillas 3 veces por 5 minutos c/u con PBS.

* Bloqueo de Biotina End6gena. Las laminillas se incubaron con una solucion de
avidina (Avidin Solution, Reagent "A™") por 30 minutos a temperatura ambiente
dentro de una cdmara humeda. Al finalizar se lavaron 3 veces las laminillas por 5
minutos c/u con PBS.

* Bloqueo de Avidina Endogena. Las laminillas se incubaron en una solucion de
Biotina (d-Biotin Solution, Reagent "B") por 10 minutos a temperatura ambiente
dentro de una camara humeda. Al finalizar se lavaron 3 veces las laminillas por 5
minutos c/u con PBS.

*  Aplicacion del suero de blogueo: Se incubaron con suero de cabra al 10% y albumina
serica bovina al 2% dentro de una cdmara himeda a 4°C por 24 horas y al finalizar
se lavan 3 veces las laminillas por 5 minutos c/u con PBS.

*  Aplicacion del anticuerpo primario. Las laminillas se incubaron con alguno de los
conjugados para la deteccion de cada marcador (anticuerpos monoclonales anti-CD4,
anti- CD8 (VMRDinc.) y anti-WC1 de la marca SEROTEC) a temperatura ambiente

por 2 horas. Al finalizar se lavaron las laminillas por 5 minutos c/u con PBS.
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*  Aplicacion del anticuerpo secundario Se incubaron las laminillas con un suero de
cabra anti-lgG de ratdn biotinilado (ZYMED LAB) por 60 minutos dentro de una
camara humeda a temperatura ambiente. Al finalizar se lavaron 3 veces las
laminillas por 5 minutos c/u con PBS.

*  Aplicacion de Streptavidina peroxidasa. Las laminillas se incubaron una solucion
streptavidina peroxidasa del KIT (HRP_Streptovidin) por 10 minutos a temperatura
ambiente, al finalizar se lavaron 3 veces las laminillas por 5 minutos c/u con PBS.

* Revelado. Las laminillas se incuban con una solucion de DAB (diaminobencidina)
del KIT, se espera a que se observe la reaccion al microscopio éptico (un promedio
de 20 a30 segundos) y se lavan las muestras por inmersion en PBS 3 veces por 5
minutos c/u.

*  Contraste. Las laminillas se sumergieron en una solucion de hematoxilina durante 3 a
4 segundos. Posteriormente se lavo con agua corriente y se sumergieron tres o cuatro
veces en una solucion de carbonato de litio al 1% y se lavé con agua corriente. A
continuacién se realizo la deshidratacién de las muestras con alcohol al 90, 96 y
100%. La laminilla se aclaro con una solucion de alcohol-xilol y otra de xilol. Las

muestras se montan en resina sintética y se observaron al microscopio.

Conteo celular de mastocitos y linfocitos CD4", CD8", y WC1" (yd)

El conteo de los mastocitos y de los linfocitos T se realiz6 auxiliado de una camara
con un software de analisis de imagenes (Image Pro Plus) con un lente objetivo de 40X y
un lente ocular de 10X. Se contd el nimero de mastocitos de las regiones RFA Y RPA, se
tomaron en cuenta 30 campos para hacer el conteo, 15 campos fueron tomados de la lamina
propia y 15 campos de la mucosa. El conteo de los linfocitos CD4", CD8" y WC1" (y8) se
realizé en las tres regiones (RFA, RPA y LNA). Para cada subpoblacion linfocitaria se hizo
un conteo de 20 campos continuos. Se registrd el nimero de mastocitos como de las células
linfocitarias marcadas y el area de tejido analizado en um?. Las cuentas fueron expresadas

en cantidades totales de células por cm? de tejido (Bricarello et al., 2003).
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Andlisis de resultados
Los datos del hgh fueron transformados por la férmula log 10(hgh+1) para estabilizar

las varianzas y fueron analizados por medio del procedimiento GLM para muestras
repetidas utilizando el software Statistica. Los conteos de linfocitos y mastocitos tisulares
fueron analizados por medio de  ANOVA factorial del mismo programa. Todas las

variables (hgh, Fa, Mastocitos, CD4", CD8*, WC1") fueron correlacionadas utilizando la

férmula de Pearson.
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RESULTADOS

Los resultados semanales de la eliminacién de hgh por las razas experimentales se
ilustran en la figura 1 (El conteo de hgh y de Fa al sacrificio fue realizado y presentado
como parte de la tesis de licenciatura de Cuenca y Cuenca en 2005). En la tercera semana
del experimento los animales de ambas razas comenzaron a eliminar huevos de H. contortus
en la materia fecal. A partir de la semana 4 y hasta el final del experimento, los animales
inoculados de la raza Cb eliminaron mayores cantidades de hgh (p<0.05) que los animales
de la Bb siendo los promedios finales de 2402 y 124.3 respectivamente. Los animales no
infectados no eliminaron huevos durante el experimento. EI nimero de fases adultas en el
abomaso fue significativamente mas alto (p<0.05) en los animales de la raza Cb con

respecto a los Bb siendo de 2368 (+/- 780) y 57 (+/. 20.8) respectivamente.

Conteo de Mastocitos abomasales.

El azul de toluidina, empleado para la tincion de las células cebadas mostré una
clara reaccion metacromatica y dio un contraste bien definido con el resto de las células
presentes en cada uno de los campos (figura 2). En la mayoria de los cortes histologicos se
pudo observar la presencia de un menor nimero de mastocitos en la lamina propia en
relacion con la mucosa que presentd la mayoria de las células registradas. Los animales
infectados de ambas razas mostraron cuentas de mastocitos por cm? significativamente mas
elevadas (p<.004), que sus respectivos grupos control, en ambas regiones del abomaso. Sin
embargo no se encontraron diferencias estadisticas (p>0.05) entre los grupos de corderos Bb
y Cb infectados (figura 3, Cuadrol)

Conteo de subpoblaciones linfocitarias:

La inmunonohistoquimica con anticuerpos monoclonales especificos para los
marcadores CD4*, CD8" y WCI'(y8) permitio identificar y contar subpoblaciones
linfocitarias (figuras 4,5y 6).



En la RFA los corderos de ambas razas mostraron estadisticamente un mayor nimero
(p<0.05) de linfocitos CD4" y de linfocitos gamma-delta (y8") (p<0.02), en relacion a los
CD8". No se encontraron diferencias significativas en ninguna poblacion estudiada entre los
grupos infectados y no infectados de ambas razas estudiadas. Tampoco se encontraron
diferencias estadisticas en el nimero de linfocitos de ninguna de las subpoblacion
estudiadas entre los grupos Bb y Cb infectados (Cuadro 1, figura 7).

En el analisis de la RPA, los datos muestran la presencia de un mayor nimero de
linfocitos CD4" en los corderos de los grupos infectados de las razas Bb (p<0.001) y Cb
(p<0.023) en relacién con sus respectivos grupos control. En el contraste entre grupos
infectados se observo un mayor ndmero de linfocitos CD4* (p<0.001) en los corderos Bb
en comparacion con los animales Cb. En esta region los linfocitos gamma-delta (y5") se
presentan significativamente en mayor nimero en los animales Bb (p<0.000136) infectados,
en relacion con su grupo control. La raza Cb solo muestra diferencias numéricas siendo
mayor ésta en el grupo infectado. Los corderos de la raza Bb muestran mayor numero de
linfocitos gamma-delta (y8") (p<0.002512) en comparacion con los Cb en la RPA. El
analisis de los linfocitos CD8" no muestran diferencias estadisticas entre los grupos

infectados y no infectados en ambas razas (Cuadro 1, figura 8).

En el analisis de resultados de las subpoblaciones linfocitarias del linfonodo
abomasal, en ninguna de estas se observo diferencia estadistica (p >0.776) entre los grupos
infectados y no infectados de las dos razas estudiadas. Tampoco se encontraron diferencias
estadisticas (p >0.225) en el numero de linfocitos de ninguna subpoblacion entre los grupos
Bb y Cb infectados (Cuadrol, figura 9).

Los coeficientes de correlacion entre las variables se muestran en el Cuadro 2. Las
principales correlaciones positivas fueron : Entre los linfocitos gamma-delta(ys™) de la RPA
y los linfocitos CD4" de la RPA (0.85), entre los linfocitos gamma-delta(y5®) de la RFA'y
los linfocitos CD4" del LA (0.82), entre los mastocitos de la RPA y los mastocitos de la
RFA (0.78), entre los linfocitos CD8" del LA y los mastocitos de la RFA (0.76), entre los
linfocitos CD8" de la RPA y las FA (0.76), entre los linfocitos CD8" del LA vy los



mastocitos de la RPA (0.72) y entre los linfocitos gamma-delta (y5") del LA y los linfocitos
CD8" del LA (0.65). (Cuadro 2)

Los principales correlaciones negativas ocurrieron: Entre los linfocitos gamma delta
de la RPA'y los hgh (-0.91), entre los linfocitos CD4" de la RPA contra los hgh (-0.88),
entre los linfocitos CD4" de la RPA y FA (-0.78) y de entre los linfocitos gamma-delta
(y8") WC1" de el LA de la RPA (-0.66).
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Figura 1 Promedio + desviacion estandar de la eliminacién semanal de hgh de Haemonchus contortus en
corderos Blackbelly y Columbia inoculados experimentalmente, la grafica muestra la tendencia a partir
de la semana nimero tres y se aprecia el comportamiento de eliminacion entre los ovinos Blackbelly y
Columbia. (Grafica presentada como parte de la tesis de Cuenca y Cuenca, 2005)



Figura 2 Mastocitos evidenciados mediante tincion azul de toluidina presentes en la mucosa abomasal

de un cordero Blackbelly inoculado con Haemonchus contortus, la flecha sefiala un mastocito con

reaccion metacromatica positiva a la tincion
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Figura 3 Linfocito T CD4+ marcados por un anticuerpo monoclonal antiCD4"por“fnedio de
inmunohistoquimica presentes en la mucosa de la region fundica de un cordero Blackbelly infectado
experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus .
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Figura 4 Linfocito marcado con un anticuerpo monoclonal antiCD8 por medio de inmunohistoquimica en
la mucosa abomasal de la region pilorica de un cordero Columbia infectado experimentalmente con L3

de Haemonchus contortus.

Figura 5 Linfocitos gamma-delta (y3") marcados por un anticuerpo monoclonal antiwC1 por medio de
inmunohistoquimica presentes en la mucosa abomasal de la region pilérica de un cordero columbia

inoculado experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus.
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Figura 6.- Promedio + desviacién estandar del nimero de mastocitos por cm?,
en cortes histoldgicos de la mucosa de las regiones fundica y pildrica del abomaso de
corderos de la raza Blackbelly y corderos de la raza Columbia inoculados
experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus. Letras diferentes indican
diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 7 - Promedio +/- desviacién estandar del numero de linfocitos T de diferentes
subpoblaciones linfocitarias por cm?® en cortes histolégicos de la mucosa de la region
pilérica abomasal de corderos de las raza Blackbelly y corderos de la raza Columbia
inoculados experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos.



10000

9000 - | Blackbelly inoculado
A 8000 m Blackbelly testigo
g 0 Columbia inoculado
5 7000 - 0] Columbia testigo
O 6000 -
& 5000
=
¢ 4000
E =
. E 3000
—J1 2000 -

1000 - L

O n T
LINFOCITOS CD4+ & LINFOCITOS CD8+ b LINFOCITOS yo+ a
SUBPOBLACION

Figura 8 - Promedio +/- desviacion estandar del numero de linfocitos T de diferentes
subpoblaciones linfocitarias por cm? en cortes histolégicos de la mucosa de la region
fandica abomasal de corderos de las raza Blackbelly y corderos de la raza Columbia
inoculados experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus. Letras diferentes
indican diferencias estadisticas (p<0.05) entre los grupos.
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Figura 9.- Promedio +/- desviacion estandar del numero de linfocitos T de diferentes
subpoblaciones linfocitarias por cm? en cortes histolégicos de linfonodo abomasal de
corderos de las raza Blackbelly y corderos de la raza Columbia inoculados

experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus.
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A7

RAZA |CELULA/SUB RFA RFA RPA RPA LNA LNA
POBLACION Testigo Inoculados Testigo Inoculados Testigo Inoculados

- Mastocitos 2343+1781.55 9060+7215.5 1011+210.84 3635+3109.0

E CD4+ 3246+3774.39 6594 + 5524.2 23611+9863.01 477004£10095.1 | 149279+171850.20 | 108755+66841.7

3]

g CD8+ 1577+889.80 933 +960.3 1061+977.09 1915+1265.6 54034+13799.65 | 97419 +67418.7
Gamma-delta |3529.+3384.73 7703+ 3861 4411+5854.84 26074+4432.3 56551+24237.67 41996+27753.7

) Mastocitos | 1266+1581.19 8788+ 8451.6 1398+1238.33 3945+3274.8

g CD4+ 6684+6357.96 5050+ 6246.3 9567+9624.47 19891+11509.6 |217748+69071.04 |122370+19151.2

8 CD8+ 1131+553.91 876+ 972.5 1671+977.09 2560+1215.1 80984+81892.09 127986+75050.9
Gamma-delta |3467+183.15 6791+3749.2 7724+5297.90 11595+3452.3 44862+31425.57 69065+14205.4

Cuadro 1.- NUmero de mastocitos y subpoblaciones de linfocitos por cm” presentes en cortes histoldgicos de la
mucosa del las regiones fandica (RFA) y pilorica (RPA) del abomaso de corderos de la raza Blackbelly y Columbia
inoculados con larvas de Haemonchus contortus.




9%

hgh

Fa
MASTOCITOS
RFA

RPA

CD4+

RFA

RPA

LA

CD8+

RFA

RPA

LA
GAMMA-DELTA
RFA

RPA

LA

MASTOCITOS CD4+ CD8+ GAMMA-DELTAS
hgh Fa RFA RPA RFA RPA LA RFA RPA LA RFA RPA LA
1.00
0.64 1.00
0.13 0.10 1.00
0.19 0.24 0.78 1.00
-0.03 0.45 -0.25 -0.07 1.00
-0.88 -0.78 -0.04 -0.36 -0.31 1.00
0.13 0.11 0.22 0.62 0.45 -0.29 1.00
-0.02 -0.17 -0.14 -0.10 0.27 0.23 0.42 1.00
0.43 0.76 0.44 0.41 0.04 -0.53 -0.06 -0.19 1.00
0.24 0.17 0.77 0.72 -0.10 -0.19 0.29 -0.22 0.14 1.00

-0.15 -0.31 -0.20 -0.30 0.24 0.25 0.82 0.46 -0.42 0.13 1.00
-0.92 -0.50 -0.26 -0.40 0.03 0.85 -0.24 0.17 -0.42 -0.45 0.13 1.00
0.53 0.45 0.64 0.15 0.13 -0.31 0.40 0.07 0.28 0.66 0.41 -0.66 1.00

Cuadro 2 Coeficientes de correlacion entre el nimero de huevos por gramo de heces (hgh), fases adultas (Fa), el
numero de mastocitos, las subpoblaciones linfocitarias (CD4+,CD8+, gamma delta) de las regiones fundica (RFA),
pilorica (RPA) y linfonodo (LA) abomasal de corderos de las razas Blackbelly y corderos de la raza Columbia,
inoculados experimentalmente con L3 de Haemonchus contortus.
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DISCUSION

Usando los mismos animales de este trabajo, Cuenca y Cuenca en 2005 evaluaron la
cinética de eliminacion de huevos hgh y el nimero de gusanos adultos en abomaso, estos
datos se utilizaron para realizar las correlaciones con las subpoblaciones celulares. Ellos
reportaron que a partir de la semana cuatro y hasta el final del experimento, los corderos
inoculados de la raza Cb eliminaron mayor cantidad de hgh que los corderos de la raza Bb,
alcanzando los picos de eliminacion més altos en la semana once con un conteo de 6,295
hgh y mientras que el pico mas alto de eliminacion de hgh en los corderos Bb se presento
en la semana 18 con un conteo de 440 hgh, siendo los promedios finales de 2402 y 124.3
respectivamente. El nimero de Fa también fue significativamente méas alto en los corderos
de la raza Cb con respecto a los Bb, de 2369 y 58 respectivamente. Lo que demuestra que
los corderos Bb son parcialmente resistentes a la infeccion (raza resistente) y los corderos

Cb son muy susceptibles a la infeccidén (raza susceptible).

Se ha reportado que existe un incremento de mastocitos en animales parasitados a
nivel intestinal y se ha propuesto que los mastocitos de la mucosa reaccionan de manera
especifica a antigenos de helmintos (Tizard, 1996). Durante la infeccion por helmintos, los
mastocitos proliferan y persisten en el tejido (Falcone et al.,2001) relacionando esta

proliferacion con una proteccion local contra los nematodos gastroentéricos.

En el presente estudio, se correlacionaron los mastocitos con los indicadores de
resistencia a nematodos gastroentéricos (hghy Fa), siendo esta correlacion baja tanto en la
region fandica como en la region pilorica abomasal. Los corderos infectados de ambas razas
mostraron estadisticamente mayor cantidad de mastocitos por cm? (p<.004) que sus
respectivos grupos testigo. Sin embargo no se encontraron diferencias entre los grupos
infectados Bb y Cb por lo que se deduce que las infeccion por H. contortus inducen una

respuesta por mastocitos, sin que este incremento este relacionado con la resistencia.

Resultados similares han sido reportados anteriormente, Bricarello et al., (2003)
sefialaron que corderos de la raza Corriedale infectados de manara natural con H. contortus

tuvieron un mayor nimero de gusanos adultos en el abomaso, que un grupo de corderos de
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la raza criolla de lana, con un incremento significativo de mastocitos a las nueve semanas Pl
en la mucosa abomasal, siendo este incremento muy similar entre las dos razas, por lo que
igual que en este trabajo no lo pueden asociar a resistencia. En lo que se refiere a las fases
adultas, la raza Corriedale tuvo una carga significativamente mayor en relacion con la raza
criolla de lana. Amarante et al., (2005) realizaron otro trabajo donde utilizaron tres razas
diferentes, Santa Ines, Suffolk y lle de France, del cual solo reportan la existencia de una
diferencia numérica de mastocitos tisulares presentes en la mucosa abomasal. En contraste,
Amarante et al. (1999) realizaron un estudio con las razas de corderos Nativa de Florida y
Rambouillet, asi como con sus F1 y F2 producto de la cruza de estas razas. La infeccion se
Ilevo de manera natural y posteriormente de manera artificial con larvas de H. contortus,
los resultados mostraron una mayor cantidad de fases adultas (p<0.05) en la raza
Rambouillet y su F1 que en la raza Nativa de Florida y la F2, en lo concerniente a los
resultados en la cuantificacion de las células cebadas los resultados no son significativos ya

que estos se asemejan en los cuatro grupos.

Los resultados obtenidos de las correlaciones de las variables en este estudio (tabla 2)
muestran correlaciones positivas de significancia entre los linfocitos CD4" y los linfocitos
gamma-delta (y3") en la region pilérica. EI mayor nimero de estas subpoblaciones, se
presentaron en los grupos infectados en relacidn con su grupo control. Sin embargo la raza
Bb mostrd un mayor nimero de estas subpoblaciones en comparacion con la raza Cb y entre
region y region hubo mayor presencia celular de estas subpoblaciones en la regién pildrica

en relacion con la region fandica.

Las correlaciones negativas significativas se presentaron a nivel de la regién pilorica
entre: los linfocitos CD4" y hgh, entre CD4" y Fa y entre los linfocitos gamma-delta'y hgh.
Por estos resultados se puede afirmar que estas subpoblaciones estan directamente

relacionadas con la resistencia.
La cantidad de los linfocitos CD8" registrados no fueron significativos en los grupos

infectados y no infectados, ni en ninguna de las regiones en ambas razas, datos similares son

reportados por Balic et, al., (2002) donde esta subpoblacién no se vié incrementada por
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efecto de la infeccion. Lo anterior parece demostrar que este tipo de linfocitos no esta
involucrado en los procesos de resistencia a la hemoncosis. Otros trabajos confirman este
hecho, por ejemplo Gill et al., (1993) demostrd que la deplesion de linfocitos CD4" abate el

estado de inmunidad a H. contortus en ovinos resistentes a la infeccion.

En el linfonodo abomasal no existié diferencia entre los grupos infectados y no
infectados tampoco entre raza y raza, en esta region solo hay un mayor nimero de linfocitos

CD4" estadisticamente significativo en relacion con los gamma-delta (y5").

Algunos trabajos anteriores, han estudiado estas subpoblaciones. Balic et al., (2000)
reportaron un incremento sanguineo de linfocitos CD4" y gamma-delta (y8*), asi como de
celulas cebadas en una infeccion primaria de manera experimental en corderos de la raza
Merino a los cuales se les fueron inoculados 50000 larvas de H. contortus. En este estudio
se realizo el conteo celular a los 3, 5, 27 y 36 dias PI por la técnica de citometria de flujo,
también en este trabajo ellos reportan que la poblacién de CD8" se mantiene sin cambios a
raiz de la infeccion. En otro trabajo realizado por Balic et al . (2002) reportaron que una
infeccion secundaria provoco un incremento significativo de linfocitos gamma-delta (y8%)
en el linfonodo abomasal y a nivel de la mucosa del abomaso el incremento de linfocitos
CD4" y gamma-delta (y5*) en animales infectados con 50000 larvas tres de H. contortus a
los 3y 5 dias PI.

Los resultados del presente estudio demuestran que existen diferencias en las
subpoblaciones celulares presentes en el abomaso entre ovinos de alta y baja resistencia a la
hemoncosis experimental. Sin embargo, no se sabe el grado de activacion de estos tipos
celulares, el tipo de citocinas que estan produciendo y el efecto de estas en la modulacion de
la respuesta inmune. Estudios posteriores con otro tipo de técnicas como las de hibridacion
in situ probablemente despejen estas incognitas.
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CONCLUSIONES.

Los corderos infectados de ambas razas mostraron un mayor numero de mastocitos
por cm?® (p<.004) que sus respectivos grupos control en la mucosa de ambas regiones

del abomaso.

No se encontraron diferencias (p>0.05) en el nimero de mastocitos por cm? de
mucosa abomasal entre los grupos de corderos Bb y Cb inoculados con larvas de H.

contortus.

En el la regién fandica abomasal los corderos de ambas razas mostraron
estadisticamente un mayor nimero (p<0.05) de linfocitos CD4" y de linfocitos

gamma-deltas (y5*) (p<0.02) en relacion a los CD8".

En la region fandica abomasal no se encontraron diferencias significativas en el
nimero de linfocitos CD4*, CD8" y gamma-delta (y8*) por cm? entre los grupos

infectados y no infectados de ambas razas estudiadas.

En la region pildrica abomasal se encontré un mayor nimero de linfocitos CD4" en
los corderos de los grupos infectados de las razas Bb (p<0.001) y Cb (p<0.023) en
relacion con sus respectivos grupos control. EIl contraste entre grupos infectados se
encontré un mayor nimero de linfocitos CD4" (P<.001) en los corderos Bb en

comparacion con los animales Cb.

En la region pildrica abomasal el nimero de linfocitos gamma-delta (y5*) es mayor
en los animales Bb (p<.000136) infectados en relacion con su grupo control. La

raza Cb solo mostré diferencias numéricas siendo mayor ésta en el grupo infectado.

En la region pilérica abomasal los corderos de la raza Bb muestran mayor numero
de linfocitos gamma-delta (y8")  (p<.002512) en la mucosa abomasal que los

corderos Cb.
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En la region pildrica abomasal no se observaron diferencias (p>0.05) en el numero

de los linfocitos CD8" entre los grupos infectados y no infectados en ambas razas.

En el linfonodo abomasal no se encontraron diferencias estadisticas (p >0.225) en el

numero de linfocitos de las subpoblaciones entre los diferentes grupos.

La resistencia de los corderos Bb estuvo correlacionada con la presencia de mayor

ntmero de linfocitos CD4" y gamma-delta (y8*) de la mucosa abomasal.
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