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Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.01. ......... 42

Cuadro 8 Promedio + EE de células IL-2 e IFN-y positivas por cm? en diferentes regiones del abomaso

de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L3 de H. contortus, sacrificado dia 3.
Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L3 de H. contortus, sacrificado dia 49.
Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L3 de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.

Letras mintisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.
Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.
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Cuadro 9  Promedio + EE de células IL-4, IL-6 ¢ IL-10 positivas por cm? en diferentes regiones del

abomaso de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de 7. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L3 de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayutsculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.

Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.

Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones p< 0.05. ......viiiiiiiiiiiiiii i iiiiiiiniennn. 44
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RESUMEN

Se ha demostrado que la administracion de un extracto del metacestodo de Taenia
hydatigena (ExmTh) induce cierto grado de proteccion en contra de la infeccion con
Haemonchus contortus (Cuenca-Verde et al., 2011). Esta protecciéon se ha asociado al
reclutamiento de linfocitos T CD4" en la pared abomasal, pero no se sabe qué tipo de
citocinas participan en dicha resistencia. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el nimero de eosinoéfilos, células cebadas y células productoras de IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e IFN-y por mm? de tejido en la mucosa y submucosa de las regiones findica y
pilorica de la pared abomasal y su relacion con la proteccion inducida contra la hemoncosis
experimental ovina.

Los resultados mostraron que los corderos que so6lo fueron infectados
experimentalmente con larvas de H. contortus presentaron un mayor numero de fases
adultas y eliminaron una mayor cantidad de huevos en heces (p <0.05) que los corderos que
recibieron ExmTh antes de la infeccion, por otra parte los corderos que recibieron el
ExmTh mostraron un mayor (p<0.05) promedio de eosinéfilos en sangre que los corderos
que no recibieron el ExmTh. En general, los corderos que recibieron ExmTh antes de la
infeccion tuvieron una mayor cantidad (p<0.05) de eosinoéfilos, células cebadas y células
productoras de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y en la pared del abomaso que los corderos
que solo estaban infectados con H. contortus o que solo habian recibido ExmTh. Se
observo una mayor expresion (p<0.05) de IL-2 e IFN-y en la submucosa que en la mucosa
del abomaso, y una mayor expresion de IL-4 en la mucosa del abomaso que en la
submucosa, esto sugiere que simultdneamente se presenta una respuesta tipo Thl en la
submucosa abomasal y una respuesta tipo Th2 en la mucosa abomasal. La cantidad de
eosinofilos, células cebadas y la expresion in situ de 1L-2, IL-4, IL-6 e IFN-y en las paredes
abomasales se correlacionaron negativamente con la carga de gusanos adultos (p<0.05).
Estos resultados mostraron que el ExmTh es un inmunoestimulante no especifico para la
respuesta inmune del abomaso y probablemente la proteccion observada es el resultado de

este efecto.
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La verminosis gastroentérica es una enfermedad producida por varios géneros de
nematodos gastroentéricos (NGE) que afecta a rumiantes en general, siendo los mas
perjudicados los ovinos; clinicamente se caracteriza por producir una ineficiencia biologica
que altera la produccion y en consecuencia la economia de los productores de ovinos. Esta
enfermedad representa uno de los principales problemas sanitarios a nivel mundial en los
sistemas de produccion en pastoreo, se presenta con mayor frecuencia en zonas himedas
incluyendo regiones tropicales y subtropicales a nivel mundial (Tembely et al., 1997).
Dentro de los diversos géneros de NGE que producen la enfermedad, tanto en México
como en otros paises, Haemonchus contortus es considerado el nematodo mas importante
de ellos, debido a su amplia distribucion geografica asi como a las repercusiones en la salud
y en la produccion. La enfermedad producida por este nematodo recibe el nombre de
“hemoncosis” y su severidad varia de acuerdo a la cantidad de parasitos presentes, la edad
del hospedador y su estado nutricional entre muchos otros, pudiéndose observar diferentes
manifestaciones de anemia, sindrome de mala digestion y por lo tanto pérdida de peso, asi
como, retraso en el desarrollo, disminucion en la conversion alimenticia, y por lo tanto
mala calidad de la canal (Liebano, 2011; Cuellar, 2014).

Las repercusiones econdmicas generadas por este parasito han podido ser estimadas
en algunos paises como Etiopia, en donde se han cuantificado pérdidas por 82 millones de
dolares (MDD) anuales en pequefios rumiantes (Biffa et al., 2007), en Sudafrica e India los
costos por tratamiento anual se calcularon en el orden de 46 y 103 MDD respectivamente
(Mcleod, 2004; Waller and Chandrawathani, 2005) y en Australia, Sackett et al. (2006),

valoraron en 369 MDD australianos las pérdidas ocasionadas por NGE.

Morfologia de Haemonchus contortus

Al nematodo H. contortus también se le conoce como el gusano del estomago,
gusano del cuajar y gusano palo de barbero o de barberia debido a que las hembras
alimentadas alternan lineas diagonales de color rojo con blanco, ya que los ovarios de color
blanco se encuentran enrollados en espiral alrededor del intestino de color rojo dandole un

aspecto similar a los palos de barbero, mientras que los machos presentan un color rojo
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uniforme cuando se han alimentado (figura 1). El gusano mide entre 10 y 30 mm de

longitud siendo la hembra méas grande que el macho (Soulsby, 1987; Bowman, 2014).

Figura 1. A) Mucoesa abomasal con fases adultas de Haemonchus contortus macheos (3) y hembras (?). B) Palo de
barbero al que hace homologia la forma de las hembras adultas.

En el extremo anterior los gusanos son delgados y poseen un pequefo orificio bucal
con una lanceta en posicion dorsal (figura 2A) que le permite perforar la mucosa del
abomaso, poseen una papila cervical con forma de espina a cada lado del cuerpo (figura
2B) (Quiroz, 1986). En el extremo posterior el macho presenta una bolsa copulatriz con dos
l6bulos laterales grandes y un lobulo dorsal pequefio (figura 2C). En la hembra la vulva se
encuentra en la parte posterior del cuerpo y estd cubierta por una protuberancia llamada
“labio vulvar” (figura 2D) y el extremo termina en punta roma. Los huevos son incoloros
miden de 70-85 um de largo por 41-48 um de ancho, tienen una forma ovoide o elipsoidal
con los polos ligeramente aplanados y en su interior presenta blastomeros que no llenan

completamente la cavidad (Soulsby 1987; Alba, 2007; Bowman 2014).
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Figura 2. A) Microfotografia electrénica de barrido del extremo anterior de H. contortus en donde se observa la lanceta
dorsal. B) Microfotografia del extremo anterior de H. contortus en donde se observan las papilas cervicales.
C) Microfotografia del extremo posterior en donde se observan los 16bulos de la bolsa copulatriz y las espiculas. D) Extremo
posterior de una hembra en donde se observa el labio vulvar. Foto A, tomada de Bowman 2014. Fotos B, C y D son originales.

Ciclo biologico

Las hembras adultas localizadas en el abomaso, después de ser fecundadas
ovipositan huevos embrionados (16-32 blastomeros), que salen del hospedador junto con la
materia fecal (Soulsby, 1987). En condiciones adecuadas, el embridon se desarrolla hasta el
primer estadio evolutivo o larva de primer estadio (Li) en 24 o 30 horas y después tiene
lugar la eclosion, que implica un aumento en la permeabilidad de la céscara del huevo, lo
que permite la salida de trehalosa y el ingreso de agua, incrementando el grado de
hidratacion de la L; para que desarrolle de mejor manera su actividad muscular. Por otro

lado, la L; es asistida por la secreciéon de varias enzimas como la lipasa, quitinasa y
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metaloproteasas que ablandan la cascara del huevo permitiendo que la actividad muscular
del extremo anterior o posterior de la larva forcé una apertura (Sutherland and Scott 2010).

Una vez liberada la L1, esta se alimenta y se desarrolla para posteriormente realizar
la primera muda de la fase pre-parasita, en la cual su cuticula se separa de la epidermis
(apolisis) y luego es secretada una nueva cuticula; posteriormente tiene lugar la ruptura y
liberacion de la cuticula vieja (ecdisis) y es seguida de la aparicion del siguiente estadio
evolutivo, la larva de segundo estadio o larva 2 (L2). Pasados dos o tres dias la L, sufre una
nueva muda, durante esta la apdlisis se lleva a cabo pero la ecdisis se retrasa y la larva de
tercer estadio o larva 3 (L3) retiene la cuticula de la L; por lo que la L3 no se puede
alimentar. Esto representa un punto de detencion en el desarrollo del ciclo de vida del
nematodo. Sin embargo, la L3 es activa y capaz de migrar de la materia fecal a los pastos
que sirven de alimento a los hospederos, de esta manera se favorece su ingestion
constituyendo la tltima etapa del ciclo bioldgico fuera del hospedador, la cual puede durar
de 7 a 90 dias dependiendo de las condiciones climatoldgicas de la region (Liebano, 2011;
Sutherland and Scott, 2010).

Una vez ingerida por el hospedero, el primer paso en la transicion a la fase
parasitaria es la terminacion de la segunda ecdisis, que se desencadena por las condiciones
quimicas presentes en el rumen como el equilibrio entre bicarbonato (HCO3") y el 4cido
carbonico (H2COs3) del liquido ruminal, y los niveles relativamente altos de dioxido de
carbono. El desenvainamiento es un proceso activo que implica actividad fisica larvaria y la
secrecion de un liquido que contiene enzimas con actividad sobre la cuticula, eicosanoides
y sustancias lubricantes (Meana y Rojo, 1999).

Al llegar las L3 al abomaso, penetran inmediatamente en las criptas y glandulas de
la mucosa tanto en la region fundica como en la pilorica, aunque de manera general se
ubican con mayor frecuencia en la mucosa de la region findica. La siguiente muda a
larva 4 (L4) se realiza en este sitio de la mucosa, para posteriormente emerger de las criptas
y las glandulas abomasales sobre la superficie de la mucosa mudando una vez mas a larva
de quinto estadio (Ls) o preadulto. Finalmente se desarrollan hasta madurar sexualmente y
transformarse en gusanos adultos o fases adultas, como se observa en la figura 3 (Meana y

Rojo, 1999).
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Bajo ciertas circunstancias el desarrollo larvario se detiene inmediatamente después
de formada la L4 para sincronizar su desarrollo con las condiciones del hospedador y del
ambiente (Soulsby, 1987). Este estado denominado hipobiosis o inhibicion larvaria puede
durar hasta 6 meses. Al parecer es una caracteristica genéticamente predeterminada y esta
asociada a la adaptacion de las poblaciones parasitarias, a la resistencia del hospedador y a
variaciones estacionales de las condiciones climaticas de cada region. Permite que la
expresion del potencial reproductivo de una generacion se postergue hasta 6 meses, lo que
mejora las expectativas de éxito para sobrevivir y alcanzar un nuevo hospedador (Vignau,

2005; Bowman, 2014).

Fase
parasita
Fase no Eclosion
parasita =7 = L1 L1

Figura 3. Ciclo de vida de H. contortus. Huevos embrionados son eliminados en heces. La larva uno se desarrolla, eclosiona en uno
o dos dias y muda a larva dos. La segunda muda se inicia pero no se completa en el ambiente, por lo que la larva tres (fase
infectante) queda dentro de la cuticula de la larva dos hasta que es ingerida por un ovino. La cuticula es eliminada en el rumen, y
la larva tres (fase pardsita) muda a larva cuarto. Esta fase muda a larva cinco y posteriormente a adulto, dependiendo de si se
entra en hipobiosis o no.
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Epidemiologia

La magnitud de la hemoncosis en un rebafo esta determinada por varios aspectos
como: a) la tasa de contaminacién ambiental con huevos de H. contortus, que es
directamente proporcional a la poblacion de fases adultas, b) el desarrollo y la
supervivencia del estadio infectante y ¢) la resistencia del hospedador que varia en funcion
de la edad, la constitucion genética, presencia o ausencia de una infeccion ya establecida, y
en algunos casos, la inmunidad adquirida y por la maduracion de las larvas hipobidticas
(Vignau et al., 2005; Sutherland and Scott, 2010; Bowman, 2014).

a) Contaminaciéon ambiental con huevos de H. contortus. Aunque las larvas
infectantes pueden sobrevivir en condiciones ambientales adecuadas, el hospedador es
quien perpetua la infeccion afio tras afio. La infeccion puede mantenerse como una carga
parasitaria baja o como una poblacion latente de larvas hipobidticas, o0 como ambos. En la
primavera se observa un aumento sustancial en la eliminacion de huevos en materia fecal
llamado "alza de primavera", y un aumento mas pronunciado ocurre comunmente en ovejas
gestantes dos semanas antes del parto y hasta ocho semanas después, en cualquier época del
afio fenémeno llamado "alza periparto". En ambos fendmenos el nimero de huevos
eliminados por gramo de heces (hgh) esta relacionado principalmente con la maduracion de
las larvas hipobidticas arrestadas en ovejas adultas, lo que asegura que nuevas generaciones
de L3 estén disponibles en grandes cantidades al momento en que los hospederos estén
pastando (Taylor et al., 2007; Bowman, 2014).

b) Desarrollo y supervivencia del estadio infectante. Con una parte del ciclo
de vida desarrollado fuera del hospedador, los factores ambientales juegan un papel muy
importante en el éxito del desarrollo embrionario y en la supervivencia de las fases larvarias
de vida libre.

El desarrollo de los huevos embrionados tiene como factores limitantes la
temperatura y la humedad. En cuanto a la temperatura, se estima que los huevos
embrionados no son capaces de desarrollarse por debajo de 12°C, siendo la temperatura
Optima para su desarrollo 27°C. Por otra parte la humedad, es el factor més importante para
la supervivencia de los huevos y las larvas, una humedad relativa por debajo del 96%
retarda el desarrollo larvario (Meana y Rojo, 1999), y aunque las larvas son capaces de

resistir fluctuaciones de humedad relativa a lo largo del dia (70-100%), son incapaces de
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sobrevivir cuando esta se mantiene en un nivel constante del 85% (Soulsby, 1987). La
materia fecal bien conformada retiene la humedad, incluso cuando el pasto adyacente esta
relativamente seco, por lo que su conformacién juega un papel importante en facilitar la
supervivencia de las larvas durante el periodo de secas.

Por otro lado el oxigeno es necesario para incubar al embrioén y para el desarrollo
larvario. En la materia fecal sélida, los niveles de oxigeno en el centro son bajos, lo que
retarda el desarrollo embrionario, mientras que la ruptura del bolo fecal aumenta la
disponibilidad de oxigeno acelerando el desarrollo embrionario en condiciones de
temperatura y humedad adecuadas (Sutherland and Scott, 2010).

C) Resistencia del hospedador. En condiciones climaticas adecuadas el
numero de fases infectantes en la pradera aumenta exponencialmente, por lo menos al
inicio de la temporada de pastoreo. Sin embargo, los hospederos comienzan a desarrollar
resistencia a H. contortus con cada reinfeccion, produciendo un descenso drastico en la
eliminacion de hgh en animales expuestos a infecciones y reinfecciones, debido a la
expulsion masiva de adultos. Este fenomeno depende de una reaccidon similar a la de la
hipersensibilidad de tipo I en la mucosa géstrica en respuesta al estimulo larvario, pero no
parece estar inmunologicamente mediada, pues aparece en animales adultos y jovenes con
cargas parasitarias tanto altas como bajas (Meana y Rojo, 1999). El principal componente
de esta resistencia es un fenomeno denominado premunidad, definido como: el estado de
resistencia a la infeccion que se establecié después de que una infeccion aguda se volvid
cronica, y que puede durar tanto tiempo como los pardsitos permanezcan en el cuerpo del
hospedador, lo que ocasiona que los hospedadores entren al invierno con una poblacion de
fases adultas sustancialmente reducida (Sutherland and Scott 2010).

La edad de los hospederos juega un papel importante en la resistencia ya que los
animales jovenes son mds propensos a padecer hemoncosis debido a que su sistema inmune
tarda en montar una respuesta efectiva contra los nematodos, mientras que ovinos mayores
a un aflo son mas resistentes debido al contacto previo con los parasitos, ademas de que su
sistema inmune ya ha madurado; actGian como portadores sanos eliminando huevos y
contaminando las praderas con el desarrollo posterior de las larvas infectantes, lo cual
resulta mas eficiente si las L3 proceden de huevos derivados de corderos; pues se ha

observado que los huevos liberados por ovejas adultas tardan mas tiempo en desarrollarse,
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lo que podria sugerir que hay influencia de un mecanismo inmune en el desarrollo de las
etapas de vida libre y a su vez esta relacionado con la contaminacion de la pastura (Vignau,
et al., 2005; Sutherland and Scott, 2010).

Por otro lado la comparaciéon de la respuesta de diferentes razas de ovinos frente a
H. contortus ha demostrado que algunas son mucho mas resistentes que otras. Estas suelen
ser razas autoctonas y rusticas, de regiones tropicales o subtropicales, capaces de tolerar o
resistir las enfermedades mas habituales en su ambiente. Probablemente esto refleja que
estas razas han estado sometidas durante siglos a un proceso de seleccion natural para la
resistencia frente a los parasitos en ausencia de tratamientos antihelminticos (Baker and
Gray, 2004). Algunas de las razas en las que se ha demostrado esta resistencia son:
Blackbelly (Muioz et al., 2005; Mufioz et al., 2006), Florida (Torres et al., 1994), St. Croix,
Katahdin (Parker et al., 1993), Red maasai (Mugambi et al., 1996), Nali (Singh et al.,
1997), Polaca de lana larga (Bouix et al., 1998), Nativa de Louisiana (Miller et al., 1998),
Florida y sus cruzas (Amarante et al., 1999), Castellana (Gomez-Mufioz et al., 1999) y

borregos criollos del altiplano central mexicano (Alba-Hurtado et al., 2010).

Accién patogena de Haemonchus contortus

El dafio ocasionado por este parédsito a sus hospedadores varia dependiendo de
ciertos factores como: la carga parasitaria (figura 4A), el estado metabdlico del hospedador,
y el estado evolutivo del parasito; ya que se puede encontrar en el hospedador como Ls,
L4 tisular en estado de desarrollo, L4 en estado de hipobiosis, como Ls y como fase adulta
en la luz abomasal (Radostits et al., 2002). Las larvas de tercer estadio ejercen una accion
traumatica al perforar la mucosa abomasal, para penetrar en las glandulas de las

criptas ocasionado la formacion de hemorragias petequiales (figura 4B), seguido por la
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Figll_llra 4. A) Abomaso con infeccion masiva por H. contortus.
B) Hemorragias petequiales en mucosa abomasal ocasionadas
por la infeccion con H. contortus. C) Hiperplasia de la mucosa
abomasal producida por la infeccion de H. contortus.

aparicion de pequenas
ulceras; también realizan una
accion patogena toxica al
secretar enzimas como una
cistein-proteasa que degrada
las uniones intercelulares del
epitelio para establecerse en
las glandulas de las criptas
abomasales, ademas las larvas
ocupan un espacio en el tejido
y por lo tanto una accién
patdgena mecanica por
compresion, lo que ocasiona
una hiperplasia de la mucosa
(figura 4C), infiltracion de
células inflamatorias y
sustitucion de células
parietales productoras de acido
clorhidrico por células
indiferenciadas no secretoras
(Meana y Rojo, 1999; Vignau,
et al., 2005; Sutherland and
Scott, 2010).

Las fases adultas de H.
contortus ejercen una accion
patdégena traumatica con la
lanceta al momento de
perforar la  mucosa del
abomaso generando una herida
que le permite alimentarse.

Los gusanos adultos realizan
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una accion patogena
expoliatriz hematéfaga y son
los responsables de los
cuadros clinicos, ya que se ha
estimado que estas fases
pueden ingerir hasta 0.05 mL
de sangre al dia, lo que
conduce al desarrollo de
anemia por pérdida de sangre
la cual puede ser evidenciada
mediante la determinacion del
hematocrito como se observa
en la figura 5A (Soulsby,

1987; Urquhart et al., 2001).

Las fases adultas al
alimentarse también
desarrollan una accion

patégena toxica al secretar
sustancias anticoagulantes lo
que permite que la herida de
alimentacion siga sangrando,
favoreciendo la pérdida de
sangre. La anemia por pérdida
de sangre es por lo tanto, la
principal manifestacion clinica
de la hemoncosis, y se hace
manifiesta por la palidez de las
mucosas (figura 5B) y llega a
ser incompatible con la vida
en  casos

muy SEvECros

(Soulsby, 1987). Esta pérdida

APPSR A O\ N T
Figura 5. A) Micrihematocrito de un cordero anémico por la
infeccion por H. contortus (flecha continua) comparado con el
microhematocrito de un cordero no infectado (flecha
punteada). B) Mucosa palpebral pilida asociada a la
hemoncosis. C) Edema submandibular debido a Ila
hipoproteinemia por la pérdida de sangre producuda por H.
contortus.
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de sangre implica también la pérdida de una gran cantidad de proteina principalmente la
albumina, lo que genera salida de liquido de los vasos sanguineos y su extravasacion en el
intersticio y cavidades corporales con la consecuente formacion de edema (figura 5C)
(Soulsby, 1987; Meana y Rojo, 1999; Vignau et al., 2005).

Por otro lado, se ha demostrado un incremento de pH en los momentos posteriores a
la ingestion de L3 de H. contortus, probablemente como consecuencia de una alteracion de
la permeabilidad del epitelio, lo que produce modificacién del potencial eléctrico a ambos
lados de la pared digestiva, con un aumento de iones HCOj3™ en la luz, lo que eleva el pH
dificultando la transformacion del pepsindgeno en pepsina y altera la digestion proteica,
agravandose el déficit proteico (Meana y Rojo, 1999). Esta modificacion del pH abomasal
parece ser esencial para la supervivencia de H. contortus, dado que parece ser incapaz de
sobrevivir a pH 2,8, valor habitual en el abomaso de animales sanos (Haag, 1995). Sin
embargo, con un pH entre 4 y 4,5 no s6lo tiene asegurada su supervivencia, sino que
ademas su fecundidad es méxima (Honde and Bueno, 1982).

Los cambios fisioldgicos descritos anteriormente se han asociado con la entrada de
las L3 a la mucosa, su muda y su salida a la luz intestinal a los cuatro dias post-infeccion
(PI), debido a las lesiones fisicas producidas en el epitelio. Sin embargo, Simpson et al.
(1997), mostraron que la inoculacion de fases adultas de H. contortus en el abomaso
produce un incremento del pH, por lo que es posible que algunos antigenos de secrecion-
excrecion sean los responsables de modificar la actividad de las células epiteliales. De
hecho, los tratamientos antihelminticos recuperan el pH mucho antes de que las células
puedan recuperarse (Meana y Rojo, 1999). Por otro, lado también se ha asociado a la
presencia de fases adultas en abomaso el aumento en los niveles séricos de gastrina y
pepsinogeno (Simpson et al., 1997). Finalmente, la anorexia aparece como una

consecuencia directa de la parasitosis (Fox et al., 1989).

Respuesta inmune contra H. contortus

La respuesta inmune contra los nematodos intestinales se ha estudiado ampliamente
en humanos y modelos murinos (Miller 1996; Cox and Liew, 1992; Sher and Coffman,
1992). Una caracteristica importante de la respuesta inmune a las infecciones parasitarias es

que inducen respuestas de células T CD4" polarizadas Thl o Th2 en funcion del perfil de
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citocinas producido. Este fendémeno es particularmente notable en el caso de las infecciones
por helmintos, ya que, en contraste con otros patdogenos, desencadenan rutinariamente
fuertes respuestas Th2 que conducen a niveles altos de inmunoglobulina E (IgE),
eosinofilia, y aumento de células cebadas. Sin embargo, los mecanismos inmunolégicos a
través de los cuales los ovinos tienen o adquieren resistencia a la hemoncosis no son claros
(Saddiqui et al., 2011; Shakya et al., 2011; Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2014).

En la proteccion de la hemoncosis, participan e interactilan tanto factores
inespecificos como factores especificos del sistema inmune del hospedero. El proceso de
expulsion del nematodo por los ovinos inmunizados, es la culminacion de varios eventos
que incluyen: la activacion de mecanismos inespecificos de defensa, el reconocimiento de
moléculas del parasito (antigenos somaticos y antigenos de secrecion-excrecion) y la
induccion del tipo de respuesta adquirida adecuada (Meeusen et al., 2005; Alba-Hurtado y
Mufioz-Guzman, 2014).

1. Respuesta inmune innata contra H. contortus

Los elementos de la respuesta inmune innata incluyen barreras anatdomicas,
moléculas secretoras y componentes celulares, quienes en conjunto proporcionan una
defensa inmediata en contra de H. contortus. La resistencia innata contra la infeccion
parasitaria estd mediada en parte por factores solubles preexistentes que reconocen y
destruyen diferentes fases evolutivas de parasitos, por ejemplo, el sistema del complemento
mediante su activacion por la via alterna produce una rapida eliminacion de pardsitos
gastrointestinales cuando se utilizan modelos experimentales murinos. Esta eliminacion se
encuentra asociada a una actividad inflamatoria innata, inducida principalmente por la
activacion de la via alterna del complemento y mediada por células cebadas y eosinéfilos
(Meeusen and Balic, 2000). Una vez activado el complemento conduce a un incremento de
la permeabilidad vascular, a la formacion del complejo de ataque a la membrana y a la
opsonizacion. A través de la produccion de péptidos vasoactivos y quimiotacticos, se
movilizan principalmente esosinofilos a la zona de infeccion de manera independiente de
mecanismos especificos como las células CD4" y la citocina IL-5, por lo que a este
fendémeno se le denomina eosinofilia tisular timo-independiente (Alba-Hurtado y

Mufioz-Guzman, 2014).
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Otro elemento que forma parte de la respuesta inmune innata, es la capa de gel
mucoso suprayacente compuesta en su mayor parte de las glicoproteinas de mucina que
cubre la superficie del tracto gastroentérico y que es producido por las células epiteliales
caliciformes, también contiene una matriz de moléculas bioactivas llamados péptidos
antimicrobianos muchas de las cuales se sabe que tienen efecto anti-microbiano, tales como
las defensinas, otras moléculas como las catelicidinas que tienen papeles quimiotacticos
que estimulan la inflamaciéon y pueden contribuir a la respuesta adquirida posterior
(Deplancke and Gaskins, 2001, Tjabringa et al., 2005). Douch et al. (1984), analizaron el
moco derivado de ovejas seleccionadas por su elevada o baja eliminacion hgh de NGE y lo
relacionaron con el efecto sobre la movilidad de las L3 in vitro, observando que las ovejas
con menor eliminacién de huevos in vivo producian moco que inhibia el movimiento de las
larvas in vitro.

Por otro lado se ha observado que compuestos como las lectinas, también son
liberadas junto con la mucina después de la infeccion con H. contortus, y su pico de
secrecion puede estar asociado con la expulsion del parasito. Se ha propuesto que las
lectinas pueden reconocer y unirse a los epitopos de la superficie del parasito, y que pueden
participar en su expulsion, ya sea por la unién a mucinas (aumentando la viscosidad del
moco, que se sabe esta asociada con la expulsion de nematodos), o mediante la formacién
de un puente entre mucinas y pardsitos, lo que conduce a la reduccion de movilidad y/o
expulsion (Sutherland and Scott 2010). Una de estas proteinas es la galectina-14 que es
producida y liberada por eosinéfilos, sus niveles en el moco aparecen aumentados en
animales parasitados en comparacién con aquellos que no lo estan, asi como en animales
sometidos a un protocolo de inoculaciones repetidas en comparacién con los que reciben
una sola inoculacion (Kemp et al., 2009; Robinson et al., 2011).

De los elementos celulares que forman parte de la repuesta inmune innata, son las
células cebadas y los eosindfilos quienes se han asociado a las infecciones por nematodos
en el tracto gastrointestinal (Buddle et al., 1992; Henderson and Stear, 2006;
Kanobana et al., 2002). Las células cebadas o mastocitos son consideras células centinelas
cuya funcion principal es reconocer y responder a la invasion de microorganismos, en este
caso a las infecciones por helmintos. Los mastocitos se han estudiado mas ampliamente

durante las infecciones por helmintos y consisten en una poblacion heterogénea,
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inicialmente clasificados como mastocitos de tejido conectivo (MTC) y mastocitos
mucosales (MM). Dentro del compartimiento de MM las células pueden residir en la
lamina propia o en el epitelio. Los granulos de MM intraepiteliales son generalmente mas
grandes que los MTC, sobre todo en los rumiantes, donde se les conoce como leucocitos
globulares (LG). Los MM intraepiteliales son generalmente considerados como células
efectoras, con una ubicacion ideal para descargar sus productos tanto en el lumen de los
organos como en el compartimento epitelial en el que puedan afectar el microambiente del
parasito con un efecto minimo sobre la arquitectura del tejido subyacente. Los LG también
se han recuperado de la luz del tracto gastrointestinal en ovinos parasitados (Stankiewicz,
1993) Los efectos de los mediadores de los mastocitos en el hospedador incluyen:
contraccion del musculo liso (histamina, serotonina, prostaglandinas, leucotrienos y el
factor activador plaquetario), aumento de la permeabilidad vascular (histamina, serotonina
y leucotrienos), aumento de la secreciéon de moco (histamina, leucotrienos y proteasas) y la
degradacion de los vasos sanguineos y las membranas basales de células epiteliales
(proteasas). Los efectos fisiologicos generales de estos mediadores son similares a los
descritos para las respuestas de hipersensibilidad inmediata (Crowe and Perdue, 1992;
McKay and Bienenstock, 1994).

Otra consideracidon importante respecto a los mecanismos efectores iniciados por las
células cebadas durante la eliminacion del parasito, es su estrecha asociacion con el sistema
nervioso a nivel gastrointestinal. La degranulaciéon de células cebadas inducida por
antigenos parasitarios ha demostrado un aumento en la estimulacion eléctrica de los nervios
entéricos y liberacion de acetilcolina, resultando en un aumento de la secrecion de agua y
una fuerza de propulsion, creando un mecanismo semejante al de una "lavadora/barredora”
lo que contribuye a la eliminacion de los parasitos de la luz y de las superficies epiteliales
del tracto gastroentérico (McKay and Bienenstock, 1994).

En el caso de las infecciones por helmintos como H. contortus grandes cantidades
de eosinoéfilos han sido observados tanto en sangre periférica (eosinofilia) como infiltrados
en los tejidos a nivel local. Si bien las infecciones por pardsitos se han asociado
clasicamente con eosinofilia, algunos autores como Sutherland et al., (1999) observaron
que el numero de eosindfilos periféricos durante la infeccién primaria con Teladorsagia

circumcincta en corderos, resultd ser significativamente menor durante el periodo de la
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infeccion primaria y propuso que podia ser debido al reclutamiento de eosinodfilos en el
epitelio intestinal. La eosinofilia también se ha observado asociada con inflamacién y
proteccion contra la infeccion con H. contortus (Balic et al. 2006; Rainbird et al. 1998),
T. circumcincta (Henderson and Stear, 2006) y Nematodirus battus (Winter et al. 1997).
Asi mismo se ha demostrado que la induccion de eosinofilia por la infeccion con Oestrus
ovis o por la aplicacién de componentes de otros parasitos tales como: extracto de larvas de
Taenia hydatigena en ovinos, provoca un aumento de eosinofilos a nivel abomasal que
inducen una resistencia parcial a la hemoncosis (Dorchies et al., 1997; Terefe et al., 2005;
Yacob et al., 2008; Cuenca-Verde et al., 2011).

El principal papel de los eosinofilos durante las infecciones por nematodos radica en
el efecto citotoxico que ejercen de manera directa sobre los helmintos, ya que durante la
degranulacion se liberan moléculas como la proteina bésica principal, proteinas cationicas y
peroxidasas, las cuales tienen accion téxica directa contra helmintos. Ademas, también
secretan mediadores lipidicos como: leucotrienos, prostaglandina E2, factor de agregacion
plaquetaria y lipoxinas, que promueven el aumento de la permeabilidad, la secrecion de
moco, la quimiotaxis y la coagulacion. La capacidad de los eosindfilos para producir
algunas citocinas como IL4 o IL-10, sugieren una funcién reguladora de la respuesta

inmune (Behm and Ovingon, 2000).

2. Respuesta inmune adquirida contra H. contortus.

Dentro de su hospedador H. contortus pasa por diferentes estadios evolutivos (Ls,
L4, Ls y fases adultas), cada uno de estos, presenta diferencias en sus moléculas de
superficie; por ejemplo se han logrado identificar antigenos de superficie
estadio-especificos para la L3 y Ls que no estdn expresados en la superficie de las fases
adultas (Bowles et al., 1995). Los cambios rapidos en los antigenos de superficie, dificultan
la respuesta del hospedero en las etapas iniciales de la infeccion, por lo que cada estadio
evolutivo, es considerado inmunoldgicamente un organismo antigénico diferente (Meeusen
et al., 2005). Debido a lo anterior la respuesta inmune mediada por anticuerpos que inducen
los antigenos de los diferentes estadios larvarios, no reconoce a las fases adultas.

Se ha demostrado que algunas células dendriticas pueden internalizar antigenos

homologos a los de H. contortus (Vervelde et al., 2003), por lo que es posible que la
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induccion de la respuesta especifica a la hemoncosis est¢ mediada por estas células que
interactiian presentando los antigenos de H. contortus a los linfocitos T cooperadores o
CD4". También se ha demostrado la capacidad de los eosinofilos como células
presentadoras de antigenos, particularmente en el caso de las infecciones por helmintos. Asi
mismo se ha observado un incremento en la expresion de los marcadores CD69, CDS86 y
MHC clase II en eosindfilos expuestos a antigenos de Strongyloides stercolaris, los cuales
fueron capaces de transformar in vitro linfocitos CD4" precursores a la subpoblacion CD4"
Th2, con produccion de IL-5, de la misma forma que lo hicieron células dendriticas
utilizadas como referencia (Padigel et al., 2006).

2a) Elementos humorales de la respuesta inmune adquirida contra H.

contortus.

Las infecciones por H. contortus ya sean naturales o experimentales inducen la
produccion de anticuerpos especificos. La respuesta por anticuerpos séricos ha sido
ampliamente estudiada y los resultados obtenidos han sido variables. Mientras que algunos
estudios muestran asociacion entre los niveles de anticuerpos séricos del isotipo IgG con la
resistencia (Mufioz-Guzman et al., 2006), otros trabajos solamente han encontrado una
asociacion con la infeccion pero no con la resistencia (Gomez-Mufioz et al., 1999;
Amarante et al., 2005). Se ha demostrado que niveles elevados de IgA especifica en moco
abomasal, disminuyen la fertilidad y la longitud promedio de 7. circumcincta otro
nematodo abomasal de los ovinos (Martinez-Valladares et al., 2005). También se ha
observado una correlacion negativa entre la cantidad de IgA especifica en moco abomasal y
la carga parasitaria en infecciones con H. contortus (Amarante et al., 2005). Por lo que los
anticuerpos abomasales posiblemente sean mas importantes para la proteccion contra
nematodos gastroentéricos que los anticuerpos séricos (Mufioz-Guzman et al., 2006).

Se han observado incrementos séricos en los niveles de IgG1 especificas frente a
antigenos somadticos de los estadios Ls4, Ls y fases adultas; asi como a antigenos de
secrecion-excrecion de Ls de Ostertagia ostertagi. Algo similar ocurre en ovinos
inoculados con H. contortus; en general, se produce un incremento en los niveles de IgG1
en animales primoinfectados e inmunizados cuando se utilizan antigenos larvarios, siendo
unicamente los animales sensibilizados los que muestran una respuesta de IgG1 similar

frente a las fases adultas (Schallig et al., 1995; Gill et al., 2000). Los niveles de 1gG2
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especificas aparecen especialmente elevados en ovinos parasitados con 7. circumcincta
(Yong et al., 1991) y también en bovinos parasitados con O. ostertagi (Frankena, 1987).
Gill et al., 2000, por su parte, asocian la produccion de IgG1 e IgE a la resistencia frente a
H. contortus al observar diferencias en los niveles de estas inmunoglobulinas entre ovinos
resistentes y susceptibles, 28 dias después de una inoculacion primaria.

Una caracteristica tipica de las infecciones por helmintos es la induccién de IgE
especifica, lo cual es el resultado directo de una respuesta tipo Th2. Entre las funciones de
la IgE est4 su participacion en la citotoxicidad mediada por anticuerpos de eosinéfilos y
macrofagos. En ensayos in vitro, se ha demostrado su capacidad para reconocer alérgenos
en la superficie de nematodos y de mediar el ataque de eosindfilos directo a la cuticula del
parasito. Esto se lleva a cabo a través de un receptor de alta afinidad para IgE presente en la
superficie de estas células (FceRI). En la superficie de H. contortus existe un epitopo con
un dominio al—3-fuc que ha sido encontrado con anterioridad en otros helmintos, plantas
y algunos artropodos; el cual es reconocido por IgE y que se ha visto relacionado con la

induccion de respuestas tipo Th2 y de procesos alérgicos. (Van Die et al., 1999).

2b)Elementos celulares de la respuesta inmune adquirida contra H. contortus.

La inoculacion de larvas de H. contortus produce agrandamiento de nddulos
linfaticos del abomaso debido a la proliferacion de linfocitos T, un incremento de linfocitos
CD4" en pared abomasal y en sangre periférica (Gill, 1994; Jacobs et al., 1995;
Mufioz-Guzman, 2007).

Se ha establecido en infecciones experimentales, que los linfocitos CD4" son
requeridos para la induccion de inmunidad en la hemoncosis ovina. La reduccion de
linfocitos CD4" a través de anticuerpos monoclonales, abate el estado de inmunidad frente
a H. contortus e incrementa la carga parasitaria en ovinos resistentes a la infeccion.
También suprime la hiperplasia de los MM, el infiltrado eosinofilico abomasal y el
desarrollo de la respuesta humoral de memoria (Gill et al., 1993; Karanu et al., 1997; Pefia
et al., 2006). Por el contrario, la disminucion o la presencia de linfocitos CD8" parece no
tener ningun efecto sobre el estado de resistencia en los animales (Balic et al., 2002;

Munoz-Guzman et al., 2012).
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Estudios realizados en roedores demostraron que los linfocitos T CD4" pueden
diferenciarse en dos subpoblaciones, denominadas células T CD4" Thl y Th2 las cuales
juegan un papel fundamental en la proteccion contra infecciones por parasitos (Urban et al.,
1992). Estas subpoblaciones se distinguen fundamentalmente por producir diferentes
perfiles de citocinas, las cuales orientan la respuesta inmune hacia mecanismos efectores
que determinan el control de patégenos, denomindndose comuinmente respuestas de
linfocitos T tipo 1 o tipo 2 (Thl o Th2). La respuesta Thl se caracteriza por la produccion
de IFN-y e IL-2 entre otras, se considera la base de la respuesta celular y es responsable de
la proteccion contra pardsitos intracelulares como Leishmania sp. y Toxoplasma gondii. La
respuesta Th2 se caracteriza por la produccion de IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, se considera la
base de la respuesta humoral y se ha asociado a la presencia de helmintos que tienen fases
evolutivas que realizan migraciones hacia los tejidos (Urban et al., 1992). Existe un efecto
antagonico entre estas respuestas ya que la Thl es capaz de inhibir a la Th2 a través de la
produccion de INF-y y viceversa, la respuesta Th2 puede inhibir a la respuesta Thl por
medio de la produccion de IL-10 (Tizard, 2009).

Actualmente se conoce que los linfocitos T CD4" pueden diferenciarse en otros
tipos de subpoblaciones denominadas células T CD4" Th9, Thl7, Th22 y Treg con
funciones particulares encargadas de coordinar la respuesta inicial frente a patogenos, como
en el caso de la respuesta Th9 en la que se secretan niveles elevados de IL-9, las células T
CD4" Th9 se encuentra estrechamente relacionada con las de la respuesta Th2, sin
embargo, no expresan IL-4, IL-5 o IL-13 y se piensa que pueden participan en la defensa
contra infecciones ocasionadas por helmintos. En la respuesta Th17 se secretan niveles
altos de 1IL-17 y se sabe que estas células desempefian un papel fundamental en la
respuesta contra bacterias de crecimiento extracelular y hongos (Serrano Hernandez, 2009).
La respuesta Th22 se caracteriza por secretar principalmente IL-22, ademas de IL-13 y
TNF-a similar a las células Th17 y pueden contribuir a la defensa del hospedador contra
patogenos microbianos ademas de promover la reparacion o el remodelamiento de los
tejidos (Fujita, 2013). La respuesta Treg juega un papel indispensable en el sistema
inmunoldgico ya que estd involucrada en la prevencion de las enfermedades autoinmunes,
alergias, patologia orgénica inducida por infeccion y rechazo de trasplantes, debido a la

supresion de las células T efectoras y otras células inmunes (Schmidt et al., 2012). A pesar
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de los conocimientos desarrollados, en el area de medicina veterinaria los estudios
asociados a estas respuestas son escasos e incluso son pocos los estudios de las respuestas
de células T CD4" Thl y Th2 en algunas areas de medicina veterinaria.

Aunque en los rumiantes no esta plenamente demostrada la existencia de la
polarizacion de respuestas Th1/Th2 como sucede en roedores o humanos en respuesta a la
infeccion en contra de helmintos, si se ha podido establecer la existencia de una respuesta
diferenciada asociada a la produccion de IL-5, eosinofilos, aumento en el nimero de células
cebadas, IgG1 e IgE en ovinos resistentes a la hemoncosis (Gill et al., 2000). En otros
estudios se han obtenido evidencias de que los mecanismos efectores de la respuesta
inmune contra la hemoncosis depende de una respuesta tipo Th2 (Mufioz-Guzman et al.,
2012; Shakya et al., 2011).

Otros estudios han reforzado la idea de la existencia de la dicotomia Th1/Th2 en
ovinos infectados con NGE. Gill et al. (2000), estudiaron los niveles de INF-y e IL-5
producidos in vitro por linfocitos abomasales estimulados con antigenos de H. contortus.
Ellos observaron que cuando estos linfocitos fueron obtenidos de ovinos resistentes no
infectados, produjeron cantidades similares de ambas citocinas que los linfocitos obtenidos
de ovinos susceptibles, en cambio, cuando los linfocitos se obtuvieron de ovinos resistentes
infectados con el parasito, estos produjeron menos INF-y y mas IL-5 que los linfocitos
obtenidos de ovinos susceptibles, en contraste, los linfocitos obtenidos de ovinos
susceptibles produjeron mas INF-y y menos IL-5 que los ovinos resistentes.
Pernthaner et al. (2005), demostraron que los ovinos resistentes expresan los genes para las
citocinas IL-5, IL-13, y TNF-a y no expresan los genes para [L-4, IL-10 e [FN-y.

Un factor esencial que modula el tipo de respuesta producida es la edad a la que
ocurre la infeccion. Los corderos de tres a seis meses de edad tienen una menor cantidad de
linfocitos CD4" en la pared abomasal (Watson et al., 1994), lo que se relaciona con una
baja respuesta inmune contra H. contortus. En contraste, se ha observado una mayor
cantidad de linfocitos Tyo en pared abomasal de ovinos jovenes (Hein and Mackay, 1991).
En bovinos se demostr6 que los linfocitos Tyd de bovinos estimulados con concanavalina A
producen IL-2, IFN-y y TNF-a (Wood and Seow, 1996). Si este mismo patron de citocinas

fuera producido por linfocitos Tyd de ovinos jovenes, el tipo de respuesta que montarian
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seria tipo Thl, lo que podria explicar la alta susceptibilidad de los corderos jovenes a la

infeccion.

Citocinas asociadas a la hemoncosis

Mientras que la dicotomia Th1/Th2 atn no se ha demostrado que exista en ovinos,
numerosos componentes de lo que podria ser descrito como tipicos de una respuesta de tipo
Th2 se han implicado en la respuesta inmune adquirida a la infeccion NGE. La inmunidad
se asocia con aumento del numero de células cebadas gastrointestinales, eosinofilia e
infiltrado eosinofilico local, la produccién de citocinas asociadas a Th2 y la produccion
elevada de isotipos de anticuerpos (Gill et al., 2000; Mufioz-Guzman 2007).

Mientras que en la inoculacion primaria con diferentes especies de helmintos que
afectan al raton se observa una gran produccion de citocinas de perfil Th2, en ovinos la
respuesta de citocinas frente a la inoculacion primaria con H. contortus es escasa (Meeusen
et al., 2005). Si bien los resultados difieren en los distintos estudios, en general, el patron de
citocinas liberadas no corresponde con el propio de una respuesta Th2, al observarse que
los niveles de IFN-y se mantienen o incluso aumentan, hecho que no solo se ha observado
en infecciones por H. contortus sino que también ha podido observarse en inoculaciones
con otras especies, como O. ostertagi en bovinos (Almeria et al., 1997; Canals et al., 1997)
y Trichostrongylus colubriformis en ovinos (Pernthaner et al., 2006).

Gill et al. (2000), al estudiar la respuesta producida por la estimulacion con
antigeno larvario en células obtenidas de nodulos linfaticos abomasales y mesentéricos de
corderos que recibieron una inoculacion primaria con 20,000 Ls; de H. contortus,
observaron que la produccion de IFN-y era similar o menor en los corderos inoculados que
en los controles no infectados. En cambio, la produccion de IL-5 fue significativamente
mayor en los animales infectados que en los controles no infectados a los 5 dias PI y a los
28 dias PI. Ademas, los niveles de IL-5 se mostraron mas elevados en corderos
seleccionados por su resistencia en relacion con animales susceptibles. Dado que estos
datos se encuentran asociados a mayores recuentos de células cebadas y eosinofilos en la
mucosa abomasal en los animales resistentes, estos autores sugirieren una respuesta Th2
relacionada con la resistencia a la infeccion. De modo similar, Terefe et al., (2009),

encontraron aumentados los niveles de IL-4, IL-5 e IL-13 en animales sometidos a una
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inoculacion primaria con 10,000 L3 de H. contortus, en comparacion con los animales del
grupo control.

Los estudios de Balic et al., (2000b), mostraron como ovinos con una inoculacion
primaria con H. contortus produjeron un aumento pasajero de IFN-y e IL-10 en los nodulos
linfaticos a los 3 dias PI, descendiendo los niveles a valores basales a partir de los 5 dias PI.
La IL-2 mostrd, a lo largo de los 36 dias que durd este estudio, niveles mas bajos en los
ovinos infectados que en los controles, mientras que los niveles de IL-10 e IL-4 fueron
similares en los animales infectados y controles, tanto en la mucosa abomasal como en los
nédulos linfaticos locales. Finalmente, la expresion de IL-5 llegd a reducirse en los
animales que albergaban fases adultas.

Se han realizado también distintos estudios sobre los perfiles de citocinas en la
respuesta inmune frente a inoculaciones secundarias por H. contortus. Meeusen et al.
(2005), observaron un aumento de IL-5, IL-13 e IFN-y a los 3 dias PI, y de IL-4 a los 5 dias
PI en animales en los que las larvas alcanzaron la mucosa abomasal. Sin embargo, en
animales en los que las larvas fueron expulsadas sin que pudieran penetrar en la mucosa,
solo se observaron niveles elevados de IL-4, tanto antes como después de la inoculacion,

mientras que las concentraciones de IL-5 y IL-13 no mostraron cambios relevantes.

Expulsion del parasito

Informes de la exposicion de ovinos a H. contortus y T. colubriformis han indicado
que, ante el desafio, estos animales muestran poco aumento en el reclutamiento de
linfocitos en el tejido de la mucosa gastrointestinal y la mayoria de las larvas del desafio
son expulsadas antes de que lleguen a la glandula abomasal (expulsion rapida), esta
expulsion se ha asociado a la presencia de leucocitos globulares (Balic et al., 2000a). Se ha
sugerido que la presencia de estas células en la mucosa trae como consecuencia una
reaccion similar a la hipersensibilidad de tipo 1. Otros mecanismos involucrados en la
expulsion inmediata, de manera similar a lo que ocurre en los modelos murinos son: la
hipermotilidad, la hipersecrecion gastrica y la hiperplasia de células caliciformes con el
consecuente aumento en la secrecion de moco (Miller et al., 1996; Balic et al., 2002;

Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2014).
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La expulsion inmediata del parasito, también esta asociada a la presencia en el moco
abomasal de histamina y leucotrienos, que inhiben la motilidad de las larvas in vitro. La
histamina ha sido encontrada en mayor concentraciéon en el moco abomasal de ovinos
resistentes a la hemoncosis, coadyuva directamente a la expulsion del parasito promoviendo
la hipersecrecion e hipermotilidad del abomaso, afecta negativamente la fecundidad del
parasito y su actividad motriz (Hohenhaus and Outteridge, 1995). Ademas de que facilita la
traslocacion de proteinas plasmaticas, incluyendo anticuerpos humorales a la luz del
abomaso (Miller et al., 1996).

La expulsion tardia de larvas de H. contortus, es producida cuando se monta una
respuesta inmune especifica que ataca a la larva en las glandulas abomasales. Esta accion es
regulada por linfocitos T CD4", por anticuerpos de los isotipos IgA e IgE principalmente,
por la citotoxicidad de eosinofilos dependiente de anticuerpos y activacion de la via clésica

del complemento (Schallig et al., 1995; Gill et al., 2000; Balic et al., 2002).

Control de la hemoncosis ovina

Con la finalidad de contrarrestar los efectos de la hemoncosis, el uso de los
antihelminticos se ha incrementado, utilizado una gran variedad de productos, ya que su
uso representa una de las herramientas mas eficaces para el control del parasitismo en los
animales en las unidades productivas. Debido a la eficacia de los antihelminticos
disponibles en el mercado y a la complejidad de utilizar otros métodos de control, los
productores han basado su estrategia en el uso indiscriminado y continuo de este recurso
quimico, teniendo como resultado el desarrollo de resistencia a los mismos
(Van Wyk, 2001; Waller, 1997; Van Wyk et al., 2006). Debido al desarrollo de resistencia,
a la demanda del consumidor por contar con productos organicos, o porque los productores
quieren evitar la aparicion de NGE resistentes a los antihelminticos, se han desarrollado
estrategias alternativas para el control de H. contortus y otros NGE, entre las que destacan:
el consumo de alimentos con efecto antiparasitario directo como la suplementacion con
particulas de cobre (Knox, 2002), uso de forrajes con compuestos secundarios y plantas
bioactivas (Rochfort et al., 2008; Alonso-Diaz et al., 2008; Brunet et al., 2008);
mejoramiento del nivel nutricional de los hospederos (Strain y Stear, 2001;

Aguilar-Caballero et al.,, 2005; Hoste et al, 2005; Ketzis et al, 2006;
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Valderrabano et al., 2006; Stear et al., 2007); seleccion genética de ovinos resistentes
(Eady et al., 1996; Pernthaner et al., 1995; Pfeffer et al., 1996; Hooda et al., 1999;
Stear et al., 2001; Figueroa et al., 2010); manejo de praderas (Torres-Acosta y Agilar, 2000;
Torres-Acosta et al., 2006) y control bioldégico con enemigos naturales de los NGE como
nematodos depredadores de nematodos (Bilgrami and Brey, 2008), las bacterias
Pasteuria penetrans (Mendoza de Gives et al.,, 1999) y Bacillus thuringiensis
(Lopez Arellano et al.,, 2014), y el hongo nematdéfago Duddingtonia flagrans
(Mendoza de Gives y Valero-Coss, 2009).

Vacunacion contra nematodos gastroentéricos

Las investigaciones para el desarrollo de vacunas que protejan contra infecciones
ocasionadas por H. contortus se han concentrado basicamente en dos estrategias. En primer
lugar, el uso de antigenos “naturales”, contra los cuales el hospedador responde durante la
infeccion y segundo, mediante la utilizacion de antigenos "ocultos", en los que una
molécula que no es presentada al sistema inmune se utiliza para estimular una respuesta
protectora.

J Antigenos naturales. El uso de estos ha demostrado ser 1til contra algunas
especies de parasitos, en particular el gusano pulmonar Dictyocaulus viviparus (Peacock
and Poynter, 1980) y Taenia ovis (Harrison et al., 1996). En el caso de la primera, la
inmunidad es inducida por la administracion de las larvas irradiadas, mientras que el
segundo emplea antigenos de oncosfera. Sin embargo, a pesar de muchos intentos de
utilizar ya sea larvas irradiadas, antigenos crudos o purificados de varias especies de NGE
como vacunas, pocos han inducido un nivel de proteccion suficiente para ser candidatos a
productos comerciales. Se han conseguido buenas inmunizaciones con la proteina somatica
de L3 (Hc-sL3) de 70-83 kDa (Jacobs et al., 1995), y con productos de secrecién-excrecion
de los estadios de L4 y adultos que contenian proteinas de 15 y 24 kDa (Schallig et al.,
1997). No se sabe si alguno de estos antigenos ha sido considerado como candidato para la
comercializacion; pero en cualquier caso, pese a identificarse gran cantidad de estos
productos somadticos o de antigenos de secreciones y excreciones, no se ha logrado
encontrar ninguna proteina que, de forma aislada, sea capaz de inducir una respuesta

inmune protectora (Yatsuda et al., 2003).
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J Antigenos ocultos. La utilizacion de estos en el desarrollo de vacunas frente
a NGE resulta muy atractiva, porque se trata de moléculas que no han estado sometidas a
una presion selectiva previa. Estas moléculas no son reconocidas por el sistema inmune
del hospedador durante la infeccidon natural, ya que no son accesibles al sistema inmune, y
parecen ser antigenos muy adecuados en inmunizaciones frente a parasitos hematofagos
como H. contortus. Esta dificil accesibilidad al sistema inmune hace que se requieran
sucesivas revacunaciones para mantener el nivel de proteccion (Miller and Horohov,
2006; Taylor et al., 2007). En cualquier caso, se han obtenido buenos resultados en
corderos utilizando algunos antigenos ocultos, tales como las glicoproteinas HI11 y
H-gal-GP (Knox et al., 2003). Sin embargo, estos niveles de proteccion no se mantienen
al repetir la vacunacion con una proteina recombinante por lo que es necesario emplear
antigenos nativos para obtener una buena proteccion (Newton and Meeusen, 2003;
Redmond and Knox, 2004; Stear et al., 2007).

En este sentido a mediados de octubre del 2014 fue lanzada al mercado una vacuna
para el control de H. contortus llamada Barbervax®. Esta vacuna contiene pequefias
cantidades de proteinas purificadas de la mucosa del intestino de H. contortus. Como todas
las vacunas, estimula la respuesta inmune en el hospedador después de la aplicacion. Los
anticuerpos producidos circulan en la sangre de los ovinos, de modo que los parasitos
ingieren anticuerpos contenidos en sangre. Estos anticuerpos se adhieren a la mucosa del
intestino H. contortus, bloqueando la digestion ocasionando que el gusano produzca menos

huevos y que posteriormente muera por falta de absorcion de nutrientes.
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JUSTIFICACION

Existen razas de ovinos consideradas como resistentes o susceptibles a la infeccion
por H. contortus. Se ha propuesto que esta diferencia de susceptibilidad puede ser debida al
tipo de respuesta inmunoldgica que montan ambos tipos de razas. Sin embargo, no se
conoce el tipo de respuesta inmunoldgica que es la responsable de esta proteccion.

En este contexto, previamente se demostro que corderos de la raza Columbia
(considerada como susceptible) adquieren cierto grado de proteccion a la hemoncosis
cuando se les administra parenteralmente un extracto de metacestodo de Taenia hydatigena
previo a la infeccion experimental. Esta proteccion se asocio al reclutamiento de eosinofilos
y linfocitos T CD4" en la pared abomasal (Cuenca-Verde et al., 2011), pero no se
determin6 qué tipo de citocinas eran las producidas por estas células y por tanto, el posible
mecanismo de proteccion.

Por lo anterior, en este trabajo se reprodujo el modelo de proteccion inducida por la
administracion de un ExmTh y se evalu6 in situ el nimero de eosinodfilos, células cebadas y
células que expresaron las citocinas IL-2, [L-4, IL-6, IL-10 e IFN-y, en la mucosa abomasal
y su relacion con la proteccion inducida contra la haemonchosis experimental, a través de
los conteos de huevos por gramo de heces y de fases adultas.

Determinar qué tipo de respuesta inmune es la responsable de la proteccion, nos
servira para proponer posibles tipos de moduladores de la respuesta inmune que se

agreguen junto con antigenos de H. contortus en futuros protocolos de inmunizacion.
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HIPOTESIS

La administracion parenteral de un ExmTh previo a la infeccion experimental con
Ls de H. contortus induce proteccion y modifica la expresion de citocinas asociadas a la

proteccion inducida.
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OBJETIVOS

General

Determinar el patron de expresion de citocinas asociadas a la aplicacion parenteral

de un ExmTh en la proteccion de la hemoncosis experimental ovina.

Particulares

1. Determinar si la administraciéon del ExmTh induce proteccion a la hemoncosis
mediante la determinacion del nimero de hgh y el conteo de las fases adultas en el abomaso

de corderos infectados experimentalmente.

2. Establecer si hay diferencia en el nimero de eosinofilos sanguineos (ES), asi
como de eosinofilos tisulares y células cebadas por mm? en la mucosa y submucosa de las
regiones fundica y pilorica de la pared abomasal, entre corderos infectados
experimentalmente con H. contortus, con y sin ExmTh, corderos a los que unicamente se

les administr6 ExmTh y corderos sin tratamiento.

3. Establecer si hay diferencia entre el nimero de células productoras de IL-2, IL-4,
IL-6, IL-10 e INF-y por mm? en la mucosa y submucosa de las regiones findica y pilérica
de la pared abomasal entre corderos infectados experimentalmente con H. contortus,
corderos infectados experimentalmente a los que se administr6 ExmTh, corderos a los que

unicamente se les administré ExmTh y corderos sin tratamiento.

4. Determinar si la respuesta inmune montada en contra de H. contortus tiene
relacion con los perfiles de citocinas producidas (respuesta Thl o Th2) en corderos

infectados experimentalmente y protegidos por la aplicacion de un ExmTh.

5. Correlacionar los patrones de citocinas expresadas con las variables estudiadas.
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MATERIAL Y METODOS

Ubicacion

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio de Inmunologia y Biologia
Molecular de Parésitos, ubicado en la Unidad de Investigacion Multidisciplinaria (UIM) de
la Facultad de Estudios Superiores (FES) Cuautitlan, campo 4. Los animales se
mantuvieron en los corrales de posgrado del Centro de Ensefianza Agropecuaria de la

FES-Cuautitlan.

Animales

Para evaluar el efecto protector del ExmTh sobre la implantacion de larvas de H.
contortus en el abomaso de ovinos, se requiere el uso de corderos de una raza considerada
susceptible a la hemoncosis, para que la proteccion observada por la aplicacion del ExmTh
sea atribuible a este estimulo y no a la resistencia natural asociada a ciertas razas. En
trabajos previos se demostré que los corderos de la raza Columbia son altamente
susceptibles a la hemoncosis (Cuenca-Verde, 2005; Mufioz-Guzman et al. 2006), por lo
anterior, para el desarrollo de este trabajo se utilizaron 30 corderos de la raza Columbia, de
3-4 meses de edad, con un peso promedio de 30 kg, mantenidos desde el nacimiento hasta
el final del experimento en condiciones libres de nematodos y en confinamiento total. La
alimentacion consistio en una mezcla de 50% de alimento comercial para ovinos (proteina
cruda 14%) y un 50% de alfalfa achicalada. El alimento ofrecido correspondi6 al 4% del
peso vivo de cada grupo de corderos, la mezcla de alimento y el agua fue ofrecida ad
libitum con bebederos automaticos de pivote. Antes de iniciar el experimento, los corderos
se encontraban clinicamente sanos y no eliminaban huevos de helmintos en materia fecal,
como medida preventiva los corderos fueron desparasitados (albendazol 10% 5 mg/kg pv).
Una vez en las instalaciones los corderos tuvieron un periodo de 15 dias para su adaptacioén

a las nuevas condiciones de manejo.

Parasitos
Se utilizaron larvas de una cepa monoespecifica de H. contortus, aislada de un

rebafio ovino ubicado en Jilotepec, Edo. de México que ha sido mantenida a través de
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infecciones sucesivas en corderos libres de otros nematodos gastroentéricos criados bajo
condiciones de estabulacion total. Esta cepa ha sido utilizada en trabajos anteriores
(Valdez-Ramirez, 2004; Mufioz-Guzman et al.,, 2006; Alba-Hurtado et al., 2010;
Cuenca-Verde et al., 2011; Mufioz-Guzman et al., 2012). A partir de la materia fecal de los
corderos infectados con la cepa de H. contortus, se realizaron cultivos larvarios mediante
una modificacién de la técnica de Corticely-Lai (Alba, 2007), se incubaron durante 7 dias a
28-30°C. Las larvas de tercer estadio obtenidas fueron contabilizadas y almacenadas a 4°C

hasta su utilizacion.

Obtencion de Extracto de metacestodos de Taenia hydatigena

Se colectaron metacestodos de Taenia hydatigena a partir de ovinos sacrificados en
el rastro de Tlalnepantla, Edo. de México. Los metacestodos colectados fueron trasladados
en refrigeracion al Laboratorio de Inmunologia y Biologia Molecular de Parasitos de la
UIM-FESC, donde se mantuvieron en congelacion a -20°C. El liquido vesicular fue
obtenido por puncién del metacestodo, se adicion6 una mezcla de inhibidores de proteasas
(aprotinina 10 pg mL-1, leupeptina 10 ug mL-1, iodoacetamida 1.8 mg mL-1 and PMSF
ImM, SIGMA Labs) y se filtr6. Se adiciond (NH4)2SO4, se centrifugd por 1 hora a
20,000 g a 4°C, posteriormente se elimind el sobrenadante y las proteinas fueron re-
suspendidas en solucion amortiguadora de fosfato (PBS del inglés phosphate buffered
saline). Esta solucion se filtr6 nuevamente con una membrana millipore de 0.22 um, fue
homogeneizada y se alicuotd para preservarse a -85°C hasta su uso. La cantidad de proteina

fue medida por el método de Bradford (1976).

Disefio experimental

Treinta corderos de la raza Columbia de 3-4 meses de edad con un peso promedio
de 30 kg fueron divididos en 6 grupos (n=5). Las caracteristicas y tratamientos realizados
en los grupos se muestran en el cuadro 1. Se colectaron muestras de sangre directamente de
la yugular y muestras de heces directamente del recto cada 48 horas entre los dias -14 y
14 Pl y los dias 21, 28, 35, 42 y 49 PI. En las muestras de sangre se cont6 el nimero de ES
y se midio6 el hematocrito, en las muestras de heces se contaron por la técnica de McMaster,

el numero de hgh. Los corderos de los diferentes grupos fueron sacrificados
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humanitariamente con una pistola de embolo oculto, el dia del sacrificio de los corderos de
cada grupo se presenta en el cuadro 1. Inmediatamente después del sacrificio se tomaron
muestras de las regiones fundica y pildrica de la pared abomasal, se contaron y midieron las
fases adultas presentes en el abomaso. Las muestras de pared abomasal se procesaron para
inmunohistoquimica o tinciones especiales y se contd el numero de eosinofilos, células

cebadas, células IL-2", IL-4", IL-6", IL-10" e INF-y" por mm? de tejido.

Dias post-
Grupo Dias pre-infeccién Dia de infeccién 1as pos Dia de
infeccion o
(=5 sacrificio
_6 _2 O 2
: 49
2 600 pg im.? . Il _
600 ug i.p.? 600 pg1.p. 0
3 600 pgim.? - 5000 L; de .
600 pugip.* 600 g Lp. H. contortus® 600 pg i.p. 3
4 600 pgim.® - B 'a
600 ugi.p.? 600 pg i.p. 600 ugi.p. 49
5 600 pgim.* - 5000 L; de .
600 pgi.p.? 600 pg i.p. H. contortus® 600 pg i.p. 49
6 5000 L3 de "

H. contortus®

Cuadro 1. Tratamientos de los grupos de corderos Columbia:
2 Inoculacién con extracto de metacestodo de Taenia hydatigena (ExmTh)

" Infeccién por sonda gastrica.

i.m. Inyeccién intramuscular de ExnTh.

i.p. Inyeccion intraperitoneal ExnTh.

Examenes parasitologicos

Para determinar el nimero de huevos en la materia fecal de cada animal, se colectaron
muestras de heces directamente del recto empleando bolsas de polietileno cada 48 horas
entre los dias -14 y 14 PI y semanalmente a partir del dia 14 PI y hasta el dia 49 PI. Las
muestras colectadas fueron procesadas mediante la técnica de McMaster modificada
(Alba, 2007) para monitorear y cuantificar la eliminacion de huevos en las heces. Los
resultados se expresaron como el nimero de hgh.

Para los conteos de fases adultas presentes en abomaso, inmediatamente después al
sacrificio se colectaron los abomasos, se les realizo una incision longitudinal para exponer
la luz y para recuperar las fases adultas se lavo la mucosa a chorro de agua. El contenido

abomasal recuperado fue llevado a dos litros con agua destilada, se homogeneiz6 y se tomd
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una muestra del 10%, todas las fases adultas se extrajeron con una aguja de diseccion para
posteriormente contar de forma separada las hembras y los machos (Le Jambre, 1995), se
contaron todos los parasitos y el nimero obtenido se multiplico por 10 para obtener el total
de fases adultas de H. contortus en el abomaso. Posteriormente, se midid de forma
individual su longitud para obtener el promedio de tamaiio. El tamafo de las fases adultas
fue determinado midiendo 100 machos y 100 hembras con un calibrador Vernier (Coadwell

and Ward, 1981; Stear and Murray, 1994).

Conteo de eosinofilos sanguineos

Para realizar el conteo de eosinofilos sanguineos se realizaron muestreos de sangre
cada 48 horas entre los dias -14 y 14 PI y semanalmente a partir del dia 14 PI y hasta el dia
49 PI. Las muestras de sangre fueron obtenidas por puncién de la vena yugular y colectadas
mediante el sistema vacutainer con EDTA como anticoagulante, posteriormente se
diluyeron con solucion de Carpentier (2 g eosina Y y 3 mL de formaldehido al 40% en
95 mL de agua destilada) utilizando una dilucion 1:10; la sangre diluida se homogeneiz6
por agitacion en la pipeta de Thoma para globulos blancos y después se eliminaron las
primeras 2 o 3 gotas de la dilucion, se llen6 el hemocitometro y se dejo reposar la muestra
durante 3 minutos, el conteo fue realizado en microscopio compuesto con objetivo de 40X

y los resultados se expresaron como eosindfilos por mm? (Hohenhaus et al., 1998).

Conteo de las subpoblaciones celulares tisulares

Al momento del sacrificio tres muestras de tejido de 2 cm? fueron tomadas de la
region fundica y de la region pilorica abomasal (RFA y RPA respectivamente) de cada
cordero. Una muestra de cada tejido fue cubierta con una mezcla de alcohol polivinil,
polietilenglicol y demitel benzil amonio (OCT, Tissue-Tek®) y criopreservada a -80°C
hasta su uso, otra muestra fue fijada en paraformaldehido al 4% y la muestra restante fue
fijada en Carnoy.

Las muestras fijadas en paraformaldehido al 4% y en Carnoy, se deshidrataron con
alcoholes de menor a mayor concentracion, se pasaron a xilol y se infiltraron e incluyeron
en cubos de parafina. De las muestras incluidas en parafina se obtuvieron cortes de 5 um de

grosor en un microtomo (American optical). Las secciones de las muestras fijadas en
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paraformaldehido al 4% fueron tefiidas con cromotropo 2R y las secciones fijadas con
Carnoy fueron tefiidas con azul de toluidina (Luna, 1968). A partir de las muestras
criopreservadas se obtuvieron cortes de 5 pum de grosor que fueron depositados en
laminillas pre cubiertas con poli-L-lisina (Sigma Chemical Co.) al 0.1%. Las secciones se
fijaron en acetona a 4°C durante 10 minutos se secaron al aire y se conservaron a -20°C
hasta ser utilizadas. Los cortes congelados se procesaron con la técnica de
inmunoperoxidasa (Avidina-Biotina) para detectar las células productoras de las citocinas
evaluadas.

Finalmente, el nimero de células positivas a las diferentes citocinas, eosinofilos
tisulares y células cebadas de cada uno de los cortes, se contaron con un software
analizador de imagenes (Image Pro Premier). En cada muestra se contd con un objetivo de
20X el nimero de células marcadas en 8§ campos de la mucosa y en 8 campos de la

submucosa que equivalen aproximadamente a 2.2 X 10° um?.

Anticuerpos

Para la realizacion de la tincion con la técnica de inmunoperoxidasa
(Avidina-Biotina) se utilizo el siguiente panel de anticuerpos primarios anti-interleucinas:
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y. La descripcion de cada uno de estos anticuerpos asi como

la de los anticuerpos secundarios utilizados para esta técnica se incluye en cuadro 2.

Anticuerpo Clona del Codigo del producto del . .
. . . : . . Anticuerpo Secundario
primario Anticuerpo Anticuerpo primario Biotinilado

Especificidad Primario Serotec lab

IL-2 Ovina IE10 MCA1826 Congjo anti-raton IgG
IL-4 Bovina CC303 MCA1820 Cabra anti- raton IgG

IL-6 Ovina Policlonal IgG AHP424 Cabra anti- raton IgG
IL-10 Ovina CC318 MCA2110 Cabra anti- raton IgG
IFN-y Bovina CC302 MCA1783 Cabra anti- raton IgG

Cuadro 2. Especificaciones de los anticuerpos primarios y secundarios.
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Tincion con la técnica de inmunoperoxidasa (Avidina-Biotina)

1.- Hidrataciéon de los cortes. Los cortes congelados se colocaron durante 10
minutos en PBS para la eliminaciéon de la solucion crioprotectora y la hidratacion de los
mismos.

2.- Bloqueo de la peroxidasa endogena. Para eliminar la actividad de la peroxidasa
endogena los cortes de tejido fueron tratados con Peroxo-Block (00-2015, invitrogen)
durante 20 minutos a temperatura ambiente. Al finalizar las laminillas se lavaron 3 veces
por 5 minutos c/u en PBS.

3.- Bloqueo de la actividad de biotina endégena. Los cortes se cubrieron con el
Avidin/Biotin Blocking Kit (00-4303, invitrogen), solucion de avidina por 30 minutos y
solucion de biotina por 30 minutos. Al finalizar cada incubacion las laminillas se lavaron 3
veces por 5 minutos c/u en PBS.

4.- Aplicacion del suero de bloqueo. Los cortes para determinar las células IL-27,
IL-4", IL-10" e IFN-y" se cubrieron con suero normal de cabra y para las células IL-6" se
cubrieron con suero normal de conejo y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente
dentro de una cdmara humeda.

5.- Aplicacion del anticuerpo primario. Se decantd el suero de bloqueo normal sin
lavar y se limpio perfectamente el exceso de suero de los bordes del tejido. Las
preparaciones se cubrieron con el respectivo anticuerpo primario y se incubaron durante 12
horas a 4°C en cdmara hiimeda, al finalizar se lavaron 3 veces por 5 minutos c/u en PBS.

6.- Aplicacion del anticuerpo secundario o biotinilado. Se secd completamente el
PBS de los bordes del tejido y las preparaciones se cubrieron con el anticuerpo secundario
cabra anti-raton (50-234Z, invitrogen) para determinar las células IL-2", IL-4", IL-10" e
IFN-y" y conejo anti-raton (50-235Z, invitrogen) para las células IL-6". Se incubaron
durante 1 hora a temperatura ambiente en cdmara himeda. Al finalizar las laminillas se
lavaron 3 veces por 5 minutos c/u en PBS.

7.- Aplicacion del complejo estreptavidina-biotina peroxidasa. Se secod
completamente el PBS de los bordes del tejido y las preparaciones se cubrieron con
estreptavidina-peroxidasa del Histostain SP Kit (50-209Z, invitrogen) y se incubaron por
60 minutos en camara himeda. Al finalizar las laminillas se lavaron 3 veces por 5 minutos

c¢/u en PBS.
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8.- Aplicacion de la diaminobencidina (DAB). Se secaron completamente los bordes
del tejido del PBS de lavado y los cortes se cubrieron con DAB (00-2014, invitrogen). Se
esperaron unos segundos a que se observara la reaccion al microscopio optico y se lavaron
las muestras en PBS 3 veces por 5 minutos c/u.

9.- Contratefiido. El contraste al tejido se realizé con una solucion de hematoxilina
de Harris, durante 4 segundos. La laminilla se lavd con agua corriente, se pasé unos
segundos por alcohol acido, posteriormente 10 pases en una solucion de carbonato de litio
al 1% y se lavo con agua corriente. Los cortes se deshidrataron con alcoholes (70%, 90% y
100%) durante 5 minutos c/u y posteriormente se aclararon con xilol durante 5 minutos.

10.- Montaje. Las muestras fueron montadas de manera permanente, utilizando

medio de montaje rapido para microscopia (Entellan® nuevo, Merck)

Analisis estadistico

El nimero de células positivas a interleucinas, eosinofilos, células cebadas y hgh,
fue transformado por la formula [logl0 (X+1)] para estabilizar las varianzas previo al
andlisis. Los datos fueron analizados por ANOVA factorial, utilizando el software Statistica

for Windows. Se utiliz6 una correlacion de Pearson para todas las variables utilizadas.
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El promedio de la eliminacion de hgh de los corderos se presenta en el cuadro tres y
la figura seis. Solo los corderos de los grupos cinco y seis eliminaron huevos en la materia
fecal. Los corderos del grupo 6 tuvieron promedio de eliminacién de hgh (5077+3397)
mayor (p<0.05) que los corderos del grupo cinco (2267+1596). Los corderos de ambos
grupos empezaron a eliminar huevos a partir del dia 21 PI. Los corderos del grupo seis
eliminaron una mayor cantidad (p<0.05) de hgh desde el dia 21 PI hasta el final del
experimento (dia 49 PI). Los corderos de los grupos 1, 2, 3 y 4 como era de esperar
considerando su tratamiento no eliminaron huevos durante todo el desarrollo del

experimento.

El promedio total de fases adultas de H. contortus recuperadas del abomaso de los
corderos al momento del sacrificio y el porcentaje de establecimiento se presentan en el
cuadro cuatro. En los corderos de grupo seis el promedio de fases adultas recuperadas fue
mayor (p<0.05) que en los corderos del grupo cinco, 1885+253 y 700+360
respectivamente. Asi mismo, el porcentaje de establecimiento de las fases adultas de H.
contortus fue mayor en los corderos del grupo seis (37.6%) que en los corderos del grupo
cinco (14.0%). No se observaron diferencias (p> 0.05) en el tamafio de las fases adultas
recuperadas de los grupos cinco, hembras 2.1+0.32 cm y machos 1.5+0.17 cm vy seis,

hembras 2.3+0.19 cm y machos 1.5+0.1 cm.

El promedio del hematocrito de los corderos de los diferentes grupos se presenta en
la figura siete. No se observaron diferencias (p>0.05) en el porcentaje del hematocrito entre

los corderos de los diferentes grupos.

Se estandarizaron las tinciones especiales para eosinofilos (cromotropo 2R) y
células cebadas (azul de toluidina), asi como las tinciones inmunohistoquimicas para la
deteccion de células IL-27, IL-4", IL-6", IL-10" e INFy" en las diferentes regiones del
abomaso. En las figuras 8, 9, 10 y 11, se presentan cortes histoldgicos representativos del

experimento con células positivas a las interleucinas evaluadas en el estudio.

El promedio de ES de los corderos de los diferentes grupos se presentan en el

cuadro cinco. Los corderos de los grupos 4 y 5 presentaron mayores (p<0.001) promedios
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totales de ES por mm?, 400.5£30.7 y 399+29.3 respectivamente, que los corderos de los
grupos 1 y 6, 158.5+15.8 y 244+27.1 respectivamente. Los corderos del grupo 6
presentaron un mayor (p<0.001) promedio total de ES por mm? que los corderos del grupo
1. Los corderos de los grupos 2 y 3 presentaron hasta su dia de sacrificio mayores (p<0.05)
promedios totales de ES por mm?, 318.7+28.2 y 490+71.1 respectivamente que los corderos

de los grupos 1 y 6 en el mismo periodo, 181.2+£16.3 y 195.0+23.6 respectivamente.

La cinética de ES se muestra en la figura 12. Los corderos de los grupos 4 y 5
presentaron una mayor (p<0.01) cantidad de ES por mm?® que los corderos del grupo 1 entre
los dias -4 al 14 Pl y los corderos del grupo 6 entre los dias 8 al 14 PI. Los corderos de los
grupos 2 y 3 presentaron mayor (p<0.01) cantidad de ES mm? que los corderos de los grupos

1 y 6 desde el dia -4 hasta el dia de su sacrificio, dia 0 y 3 PI respectivamente.

En el cuadro 6 y la figura 13 se muestra el nimero de eosindfilos por cm? en las
diferentes regiones de la pared abomasal. Los corderos del grupo 5 presentaron mayor
cantidad (p<0.001) de eosinodfilos y células cebadas en la pared abomasal que el resto de los
grupos. La submucosa fundica del grupo 5 presentdé mayor (p<0.001) cantidad de eosinéfilos
que el resto de las regiones estudiadas. Las mucosas piloricas de los grupos 4, 5y 6
presentaron mayor cantidad (p<0.05) de eosinéfilos por cm?, 8782+2097, 9079+2002 y
78751859 respectivamente, que sus homologas de los grupos 1, 2 y 3, 2162+515,
3283+1094 y 3368+1901 respectivamente.

En el cuadro 7 y la figura 14 se muestra el nimero de células cebadas por cm? en las
diferentes regiones de la pared abomasal. La mucosa fundica y la submucosa pilorica del
grupo 5 presentaron mayor (p<0.01) cantidad de células cebadas por cm?, 21226+8159 y
18677+3065 respectivamente, que sus homoélogas de los grupos 1, 1490+464 y 3948+1063,
2 482542495 y 5623+2222, 3 4020+£742 y 4102+941 y 6 10069+3006 y 11176+3205.

En las figuras 15y 16 y el cuadro 8, se muestra el nimero de células IFN-y" e IL-2"
por cm? en las diferentes regiones de la pared abomasal. En general, los corderos del grupo 5
presentaron mayor cantidad (p<0.05) de células IFN-y" e IL-2" en la pared abomasal que el
resto de los grupos. En todos los grupos estudiados, la submucosa findica presentdé mayor
(p<0.05) cantidad de células IFN-y" que las otras regiones. La mucosa y submucosa findica

y la mucosa pilorica del grupo 5 presentaron mayor (p< 0.01) cantidad de células IFN-y" que
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sus regiones homologas en el resto de los grupos. En todos los grupos, la submucosa fundica
presentd mayor (p<0.05) cantidad de células IL-2" que la mucosa findica. La submucosa
fundica de los corderos del grupo 5 presentaron mayor (p<0.05) cantidad de células IL-2°

que sus homologas de los grupos 1, 2, 3 y 4.

En la figuras 17, 18 y 19 y el cuadro 9, se muestra el namero de células IL-47, IL-6"
e IL-10" por cm? en las diferentes regiones de la pared abomasal. Los corderos del grupo 5
presentaron mayor cantidad (p<0.05) de células IL-4, IL-6 e IL-10 positivas por cm? en la
pared abomasal que el resto de los grupos. En general en los grupos estudiados, las mucosas
pilorica y fundica presentaron mayor (p<0.05) cantidad de células IL-4" que las submucosas
de sus respectivos grupos. La mucosa fundica y la mucosa pilorica del grupo 5 presentaron
mayor (p< 0.01) cantidad de células IL-4" que sus regiones homologas en el resto de los
grupos estudiados (figura 13). La mucosa pildrica, submucosa pilorica y mucosa fundica del
grupo 5 presentaron mayor (p<0.05) cantidad de células IL-6" que todas las regiones de los
grupos 1, 2 y 3 (figura 15). La submucosa pilérica y mucosa fundica del grupo 5 presentaron
mayor (p<0.05) cantidad de células IL-10"que sus homologas de los grupos 1, 2, 3 y 4
(figura 15).

Se observaron correlaciones negativas (p<0.05) entre la carga parasitaria y células de
la mucosa pilorica: células cebadas -0.60 e IFN-y" -0.75, mucosa findica: células cebadas
-0.62, eosinofilos -0.55, células IL-6" -0.68 y células IFN-y" -0.62, submucosa pildrica:
células IL-2* -0.57 y células IL-4" -0.70 y submucosa fundica: eosinofilos -0.75. Ademas, se
observo una correlacion negativa (p<0.02) entre carga parasitaria y ES (-0.71) y una

correlacion positiva (p<0.03) entre ES y eosindfilos en la submucosa fundica (-0.61).
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Dia del experimento

21 28 33 42 49
980 + 7730 + 7540 + 7940 + 7550 + 2267.1 +
582.4? 1907.0? 1583.22 1659.22 1495.12 1596.4*

Promedio

Grupo 5

5750 = 14220+ 14060+ 19040+ 17770+ 50779+

Crupo® s34 195150 2612.60 434460 397980 3397.60

Cuadro 3. Promedio £ EE de los conteos de huevos eliminados por gramo de heces en corderos Columbia inoculados con 5000 L; de H.
contortus y que recibieron ExmTh, y de corderos inicamente infectados con H. contortus.

Grupo S. Corderos Columbia infectados experimentalmente con H. contortus y que recibieron ExmTh.

Grupo 6. Corderos Columbia uinicamente infectados experimentalmente con H. contortus.

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos p<(.05.
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Total de fases Machos Hembras Porcenfajfe de
adultas establecimiento

Grupo 5 700.8 + 360.82 342.4 +171.2 358.4 £ 191.6 14.0*

Grupo 6 1884.8 +253.5"  916.8 + 134.6 968 + 119.2 37.7°

Cuadro 4. Promedio * EE del total de fases adultas recuperadas y porcentaje de establecimiento de H. contortus, en corderos Columbia
inoculados con 5000 L; y que recibieron ExmTh, y de corderos inicamente infectados con H. confortus.

Grupo 5. Corderos Columbia infectados experimentalmente con H. contortus y que recibieron ExmTh.

Grupo 6. Corderos Columbia tinicamente infectados experimentalmente con H. contortus.

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.
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Grupo

1 2 3 4 5 6

158.5 + 318.7 490 + 400.5 £+ 399 + 244 +

Promedio 15.8 28.22 71.1 30.72 29,3 27.1¢

Cuadro 5. Promedio * EE de los eosindfilos sanguineos de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hiydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. confortus, sacrificado dia 49.

Letras diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.001.
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Grupo

lA 2A 3A 4A SB 6A

Mucosa 3254+ 8852+ 8814+ 2539.7+ 57309+ 27065+
fundica 70.6 327.5 264.7 184.1 1752.8 838.7

Submucosa 1661.7+ 1939.1+ 4588.1+ 3046.8+ 176529+ 4738.7+
fundica 411.1 577.0 1756.4 518.7 4313.3* 1053.4

18%

Mucosa 2162.1 =+ 3283.7+ 3368.2+ 87829 9079.1+ 78753
pilorica 515.9*  1094.9* 1901.8> 2097.7> 2002.3* 1859.9?

Submucosa 1771.7+ 4351.1+ 40804+ 5112.7+ 7040.7+ 5074.7
pilorica 562.9 904.9 1220.1 1220.1 1475.3 833.4

Cuadro 6. Promedio t EE de eosinéfilos por cm? en diferentes regiones del abomaso de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. Aydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49,

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayasculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.001.

Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa en la misma region de diferentes grupos p< 0.05,

* Indica la region con mayor namero de células p< 0.001,
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Grupo

1A 2A 3A 4A SB 6A

Mucosa 1490.2 + 4824.7 + 4020+ 147789+ 21226.4+ 10069.3 +
fundica 464.8" 2495.6 742.19 3070.5 8159.42 3006.0P

Submucosa 8356.5+ 90163+ 108165+ 8950.0+ 16476.0+ 11893.6=
fundica 2930.9 1964.2 803.0 1165.1 4436.8 2624.8

Mucosa 9465+  2264.2+ 2476.6+ 5821.3+ 81893+ 3326.7+
pilorica 383.0 921.9 658.0 861.3 1235.3 1117.4

Submucosa 3948.8+ 5622.8+ 4102 + 152119+ 18676.8+ 11176.4 +
pilérica 1063.18 2221.68 94(.6P 3722.3¢ 3065.0 3204.98

Cuadro 7. Promedio * EE de células cebadas por cm? en diferentes regiones del abomaso de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49,

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L, de H. confortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.001.

Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.01.
Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0,01,
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Grupo

lA 2A 3A 4A SB 6A

Mucosa IL-2°  989+2.0 173.5+37.8 12844222 261.9£762 381.7+93.9  298.7+82.4

fandica  [FN-y 287.5+56.3" 2353 +56.0" 459.9+162.5" 451.55+87.5> 1002.8 +305.1* 444.7 + 95.84"

Submucosa 2 410.1£126.3% 647.1£83.18 575414179 768.8 + 11170 1312.6 + 264.6* 1114.4 + 538.68

fandica®  [FN.y  609.4 +70.1> 956.8 +159.5> 945.1 + 174.8" 1295.8 + 317.8" 1806.6 + 428.9% 1312.6 + 264.6

Mucosa  TL-2°  213.1+£933 477.4+69.7 471381255 576.6+66.9 721.9+208.3 929.2+191.4

pilérica  [FN.y 230.1+37.8" 286.6 +45.1° 296.7 £95.6" 308.2% 106.6° 941.4+119.8° 436.6 + 66.7°

Submucosa 1L-2° 1931394 3834677 4957673 506.1+178.1 960.5+313.7 547.7+78.8

pilorica  [FN.y 298.0+70.6 288.2+72.1 384.6+102.5 49891328 723.6+95.6 616.8+177.2

Cuadro 8. Promedio + EE de células 1L-2 e IFN-y positivas por cm? en diferentes regiones del abomase de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (Exm'Th), sacrificado dia 0,

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 3.
Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. confortus, sacrificado dia 49.

Letras mayvasculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< (L05.

Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.

Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.

Letras griegas omega diferentes indican diferencia significativa entre subregiones de la region findica abomasal p< 0.05,

* Indica la region abomasal con mayor nimero de eélulas p< 0,05,
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Grupo

1A 2A 3A 4A 5B 6A
M IL-4¢ 752.94+200.4Y 3194.3+489.2b 3429.4+708.9 5550.8+838.6" 11089.1+£3201.7* 5185.8+£1047.3"
ucosa
i . IL-6 120.9+23.7° 234.7+39.30 285.54+99.7b 437.1+112.22 639.6+179.6% 437.7+111.72
fundica ‘ .
IL-10  298.4+107.5P 577.6£95.1Y 828.2+367.8"  1467.6£506.9"  3736.1+844.50  2361.5+964.6
IL-4P 779.24+297.5 1265.23+249.1  2692.7+525.7  3789.24915.9  5338.6+692.7  6756.8+2720.9
Submucosa
fandi IL-6 196.2+11.8 224.3+37.1 312.2+89.3 441.6+100.5 434.9+99.7 367.2+81.9
undica
IL-10 528.1+194.0 428.9+109.9 1596.2+331.8 2330.7+552.8 2555.11904.5 2755.9+680.9
M IL-4°  1202.4+247.5"  1827.5+238.2"  2881.6+303.2"  4333.5:833.6" 8733.3x1167.7*  3646.0+817.8"
ucosa
60 IL-6 135.3+24.1" 350.7+97.0P 323.3+97.3b 476.6+108.0° 701.9+199.5 455.7+134.3
ilori
priorica IL-10 677.2+:100.5 888.2+188.3 1591.1+445.6 1697.1+377.1 2701.4+509.3 1940.5+562.6
11.-48 475. £75.1 795.2+116.4 749.2+145.8 2555.3+£735.6 3716.6£404.9 1266.6+312.8
Submucosa
. 1L-6 208.5+41.1" 229.6+64.1" 315.8+89.3" 420.4+80.9> 659.3+171.42 540.9+100.32
ilori
priorica IL-10  470.6+141.4b 573.7+156.2" 686.3+165.3b 1551.2+87.6"  4052.1+1466.7*  2933.2+936.5

Cuadro 9. Promedio + EE de células IL-4, IL-6 e IL-10 positivas por cm? en diferentes regiones del abomaso de grupos de corderos de la raza Columbia con diferente

tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.
Grupo 3. Administrado con ExmTh ¢ infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 49.
Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 49.
Letras mayisculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.
Letras mintisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0,05,
Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones p< 0,05,
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Figura 6. Promedio + EE del niimero de huevos eliminados en materia fecal de corderos de la raza Columbia infectados experimentalmente con 5000 L; de
Haemonchus contortus.

Grupo 5. Corderos con administracion parenteral de un extracto de metacestodo de Taenia hydatigena e infectados con H. contortus (n=5).

Grupo 6. Corderos infectados inicamente con H. confortus (n=5).
* Indica diferencia significativa entre grupos p< 0.05,

Las flechas con bordes indican los dias en que se aplici el extracto.

La flecha solida indica el dia de inoculacién con H. contortus.
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Figura 7. Promedio = EE del hematocrito de grupos de corderos de la raza Columbia del experimento a los cuales se les dio diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.
Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de I. hydatigenna (ExmTh), sacrificado dia 0.
Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectade experimentalmente con 5000 L; de H. confortus, sacrificado dia 3.
Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.
Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Las flechas con bordes indican los dias en que se aplicé el extracto.
La flecha solida indica ¢l dia de inoculacion con H. contortus.
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Figura 8 A) Corte histolégico de mucosa pilérica abomasal teitido con cromotropo 2R, se observan numerosos eosinéfilos de color rojo (200X). B) Aumento
de la microfotografia anterior (400X). C) Corte histologico de mucosa fundica abomasal tefiido con azul de toluidina, se observan células cebadas teiiidas de
color morado (200X) D) Aumento de la microfotografia anterior, se observan células con granulos de color morado (400X).
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Figura 9. A) Corte histologico de mucosa findica, tincion inmunohistoquimica de peroxidasa (Avidina-Biotina) con el anticuerpo monoclonal anti-IFN-y, se
observan células TFN-y* de color café entre el tejido epitelial teiiido de color azul (200X). B) Aumento de la microfotografia anterior (400X). C) Corte
histolégico de mucosa pilorica, tincion inmunohistoquimica de peroxidasa (Avidina-Biotina) con el anticuerpo monoclonal anti-IL-2, se observan células IL-2*
de color café entre el tejido epitelial teiiido de color azul (200X). D) Aumento de la microfotografia anterior (400X).
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Figura 10. A) Corte histologico de mucosa pilérica, tincion inmunohistoquimica de peroxidasa (Avidina-Biotina) con el anticuerpo monoclonal anti-IL-4, se
observan células 1L-4" de color café entre el tejido epitelial de color azul (200X). B) Aumento de la microfotografia anterior (400X). C) Corte histologico de

mucosa pildrica, tincion inmunohistoquimica de peroxidasa (Avidina-Biotina) con el anticuerpo policlonal anti-IL-6, se observan células IL-6" de color café
entre el tejido epitelial de color azul (200X). D) Aumento de la microfotografia anterior (400X).

SOav.rinsgd



RESULTADOS

teiiidas de color

Figura 11. A) Corte histologico de mucosa pilorica, tincion inmunohistoquimica de peroxidasa

(Avidina-Biotina) con el anticuerpo monoclonal anti-IL-10, se observan células IL-10"
café entre el tejido epitelial de color azul (200X). B) Aumento de la microfotografia anterior (400X).
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Figura 12. Cinética de los promedios + EE de eosindéfilos sanguineos de grupos de corderos de la raza Columbia con diferentes tratamientos.
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de 7. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Las flechas con bordes indican los dias en que se aplico el extracto.
La flecha solida indica ¢l dia de inoculacion con H. contortus.
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Figura 13. Promedio * EE de eosinoéfilos presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia con
diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. Aydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 1.; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.001.

Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa en la misma regién de diferentes grupos p< 0.05.
* Indica la region con mayor numero de células p< 0.001.
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Figura 14. Promedio * EE de células cebadas presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia

Mucosa Pilorica Abomasal
Submucosa Pilorica Abomasal

Mucosa Fundica Abomasal

Submucosa Fundica Abomasal

con diferente tratamiento:
Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.
Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L.; de H. contortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L.; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 1; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.001.

Letras mintusculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.01.

Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p<0.01.
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Figura 15. Promedio + EE de células IFN-y* presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia
con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. confortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contfortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con S000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Letras mayuasculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p<0.05.
* Indica la region abomasal con mayor nimero de células p< 0.05.
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Figura 16. Promedio + EE de células IL.-2* presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia
con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L, de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.

Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p<0.05.

Letras griegas omega diferentes indican diferencia significativa entre subregiones de la regiéon fiindica abomasal p< 0.05.
* Indica la region abomasal con mayor nimero de células p<0.05.
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Figura 17. Promedio + EE de células I1.-4* presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia

con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contfortus sacrificado dia 3.
Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.

Letras minusculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.
Letras griegas diferentes indican diferencia significativa entre regiones p< 0.05.
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Figura 18. Promedio + EE de células IL.-6" presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia
con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L.; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 L.; de H. contortus, sacrificado dia 49.

Letras mayisculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.

Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.
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Figura 19. Promedio = EE de células I1.-10* presentes en diferentes regiones de pared abomasal de grupos de corderos de la raza Columbia
con diferente tratamiento:

Grupo 1. Testigo sin tratamiento.

Grupo 2. Administrado con extracto de metacestodo de T. hydatigena (ExmTh), sacrificado dia 0.

Grupo 3. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contortus sacrificado dia 3.

Grupo 4. Administrado con ExmTh, sacrificado dia 49.

Grupo 5. Administrado con ExmTh e infectado experimentalmente con 5000 L; de H. contfortus, sacrificado dia 49.

Grupo 6. Infectado experimentalmente con 5000 1.; de H. contortus, sacrificado dia 49.
Letras mayusculas diferentes indican diferencia significativa entre grupos p< 0.05.
Letras minisculas diferentes indican diferencia significativa entre regiones homologas de los diferentes grupos p< 0.05.
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DISCUSION

DISCUSION

Muchos de los estudios para evaluar la respuesta inmune y la proteccion inducida a la
hemoncosis ovina, se han realizado en ovinos con infecciones naturales adquiridas en los
potreros, en las cuales no se tiene un control sobre el nimero de larvas ingeridas o las
especies de estas, pues en forma natural son comunes las infecciones mixtas y aunque
H. contortus es de los NGE mas comunes, pueden estar presentes otros géneros
(Torres-Acosta et al., 2000; Amarante et al., 2004; Bricarello et al., 2004; Alba-Hurtado and
Mufioz-Guzman, 2013). En este tipo de modelo tampoco se conoce el momento de la
infeccion, porque es el resultado de la ingestion continua de larvas presentes en los pastos,
por lo que los resultados observados pueden ser afectados por la respuesta inmunologica
generada por estas continuas infecciones, lo anterior no permite realizar un analisis preciso y
dificulta la interpretacion de los resultados. Asi mismo, en infecciones experimentales
diferidas, como en el trabajo realizado por Mufioz-Guzman et al. 2006, en el que se lleva a
cabo un contacto repetido del hospedador con el parasito, en forma similar a una
inmunizacion, se provoca una induccion de la respuesta inmune de tipo celular o humoral.
En este trabajo se utilizaron corderos nacidos en corrales, que nunca pastaron en praderas y
se mantuvieron en corrales libres de NGE, por lo que no habian tenido contacto con ninguno
de estos parasitos. Por lo anterior, concluimos que la respuesta inmunoldgica observada y la
proteccion inducida, son el resultado de la administracion del ExmTh y/o una infeccion
unica con larvas de H. contortus y no al efecto de infecciones o inmunizaciones previas.

El sistema inmunoldgico puede ser estimulado de forma inespecifica por sustancias
como glicanos, muramildipeptidos y otros, lo que puede mejorar la respuesta inmune contra
algunos patogenos (Dissanayake et al., 2002; Dissanayake and Shahin, 2007). En el presente
estudio la aplicacion intraperitoneal del extracto produjo en los corderos eosinofilia y
aumento de eosindfilos tisulares, células cebadas y células que expresan IL-2, IL-4, IL-6,
IL-10 e INFy" en la pared abomasal. Lo anterior sugiere que dicho extracto actia como un
inmunoestimulador inespecifico de la respuesta inmune abomasal y probablemente de todo

el tracto digestivo.
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DISCUSION

Se ha demostrado que la infeccidon con algunos parasitos como Oestrus ovis induce una
respuesta del hospedador que disminuye la implantaciéon de H. contortus en el abomaso
(Terefe et al., 2005). Aunado a esto, se sabe que es posible inducir eosinofilia en roedores
tras la administracion por via aérea o intraperitoneal de ovoalbumina (Tomaki et al., 2000),
la inoculacion de diferentes fracciones de la pared de Histoplasma capsulatum
(Sa-Nunes et al., 2004) o de huevos larvados de Toxocara canis (Faccioli et al., 1996). En
experimentos previos se indujo eosinofilia en corderos con una combinacion de la
administracion intraperitoneal e intramuscular de un ExmTh y se asocio la presencia de la
eosinofilia con resistencia a la infeccion experimental con H. contortus. La administracion
de este extracto indujo al mismo tiempo un aumento de linfocitos CD4" y y8" en la pared
abomasal (Cuenca-Verde et al., 2011). En el presente estudio se confirm¢ la proteccion
inducida por la administracion del ExmTh y se asocid esta proteccion a la expresion de
algunos tipos de citocinas. Lo anterior, parece confirmar que la proteccion inducida por el
extracto tiene una base inmunologica.

Las fases adultas de H. contortus se encuentran en la luz del abomaso, por lo que
probablemente los eventos inmunoldgicos que ocurran en la mucosa abomasal son mas
importantes que los sistémicos, sin embargo, ambos pueden ocurrir simultdneamente y estar
relacionados. La eosinofilia ha sido frecuentemente asociada a la proteccion contra
H. contortus (Bricarello et al., 2004; Terefe et al., 2007; Alba-Hurtado and Mufioz-Guzman,
2013). En el presente estudio se observd que los corderos que recibieron el ExmTh
incrementaron sus niveles de ES y estos correlacionaron negativamente con la carga
parasitaria. La cantidad de ES correlaciond positivamente con la cantidad de eosinéfilos
tisulares en la region fundica abomasal, su presencia en sangre resultd un reflejo de lo que
ocurre en la mucosa. En este trabajo, se conto el nimero de fases adultas totales, pero no se
contd el de fases adultas en cada una de las regiones abomasales, sin embargo, en
observaciones previas, la region fundica abomasal fue donde se encontr6 la mayor cantidad
de fases adultas (Mufioz-Guzman et al., 2012). Lo anterior sugiere que los ES migran
continuamente al sitio donde se encuentra la mayor carga parasitaria, aumentando la
cantidad de eosinofilos presentes en la mucosa abomasal que tiene contacto directo con las

fases adultas y disminuye su cantidad.
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Por otro lado, se ha demostrado que la infeccion con larvas de H. contortus induce el
aumento de células CD4" en la pared abomasal de corderos y la expresion de RNAm
codificador de algunas citocinas (Meeusen et al.,, 2005; Robinson et al.,, 2010;
Mufioz-Guzman et al., 2012). Los resultados muestran que la infecciéon con H. contortus
indujo aumento de eosinodfilos, células cebadas y de la expresion in situ de 1L-2, 1L-4, IL-6,
IL-10 e IFN-y, de manera similar a la estimulacion que produjo el ExmTh, los corderos que
recibieron el ExmTh previo a la infeccion tuvieron menores cargas parasitarias y la
expresion de estas citocinas fue significativamente mayor que en los corderos que solo
recibieron el ExmTh o que solo fueron infectados. Ademas, la cantidad de eosinofilos,
células cebadas y la expresion in situ de, 1L-2, IL-4, IL-6 e IFN-y en la pared abomasal,
estuvo correlacionada negativamente con la carga parasitaria. Lo anterior sugiere que la
disminucion de la carga parasitaria en los corderos que recibieron el extracto y la infeccion
con larvas de H. contortus, es el resultado de la suma de ambos estimulos.

En varias especies animales se considera que el numero y tipo de linfocitos presentan
una distribucion caracteristica en las regiones histologicas del intestino delgado. En la
mucosa intestinal se observan principalmente linfocitos CD8" activados y en la submucosa
intestinal mayor numero de linfocitos CD4" (Murphy, 2012; Williams, 2012). Algunos
estudios han mostrado que corderos infectados con H. contortus presentan un mayor nimero
de eosinofilos en la submucosa que en la mucosa de la pared abomasal, lo que sugiere la
existencia de una respuesta diferenciada entre ambas regiones histologicas del abomaso
(Amarante et al., 2005 y Terefe et al., 2009). En general se demostrd una mayor expresion
de IL-2 e IFN-y en la submucosa que en la mucosa abomasal y, por el contrario, una mayor
expresion de IL-4 en la mucosa que en la submucosa abomasal. Lo anterior sugiere una
respuesta inmune compartimentalizada, en la cual la submucosa abomasal presentd una
respuesta tipo Th1 y la mucosa abomasal una tipo Th2.

La mayoria de los estudios para evaluar la expresion de las citocinas en infecciones
experimentales por nematodos gastroentéricos estdn basados en la cuantificacion por PCR
en tiempo real del ARNm que las codifica (Lacroux et al., 2006; Ibelli et al., 2011; Zaros et
al., 2014). Sin embargo, la cantidad de ARNm presente en el tejido, no necesariamente
indica que estas citocinas se produzcan, puesto que existen mecanismos de regulacion

postranscripcionales que podrian modificar la produccion real de las citocinas en las células
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(Alberts et al., 2008). Ademas, esta técnica no permite determinar la localizacion histologica
de las células positivas o definir su morfologia. En este trabajo se detectaron y cuantificaron
las células por mm? que expresan las diferentes citocinas mediante inmunohistoquimica con
anticuerpos monoclonales o policlonales altamente especificos contra IL-2, IL-4, IL-6, IL-10
e IFN-y, esto permitié medir la densidad de células en el tejido, determinar su localizacion in
situ y asociar esa expresion a las diferentes regiones histologicas del abomaso. Esta es una
de las técnicas mas aceptadas actualmente en estudios patologicos e inmunolégicos (Zheng
et al., 2007; Lacroux et al., 2006; Appel et al., 2013; Chen et al., 2013; Lan et al., 2013). Lo
anterior aporta nueva informacion sobre la respuesta inmune local y posiblemente disminuye
errores en la evaluacion de la expresion de las citocinas involucradas en la respuesta inmune.

Muchos investigadores han asociado la proteccion a la hemoncosis con una respuesta
inmunologica tipo Th2 (Meeusen et al., 2005; Muioz-Guzman et al. 2006; Lacroux et al.,
2006; Shakya et al. 2009; Zaros et al., 2014), sin embargo, algunas investigaciones recientes
sugieren que la dicotomia entre las respuestas tipo Th1 y Th2 en el tracto digestivo de ovinos
no es igual a la respuesta inmune sistémica observada en modelos murinos (Robinson et al.,
2011, Zaros et al. 2010). Se demostr6 que en el abomaso se pueden presentar
simultdneamente ambos tipos de respuesta inmune, en regiones histologicas diferentes, las
implicaciones fisiologicas o posibles actividades sinérgicas de estas respuestas son

desconocidas.
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CONCLUSIONES

La administraciéon de un ExmTh previa a la inoculacion con larvas de H. contortus

disminuyd la eliminacion de hgh y el nimero de fases adultas del parasito.

Los corderos que recibieron el ExmTh presentaron mayor cantidad (p<0.05) de ES

que aquellos que no lo recibieron.

Los corderos que recibieron el ExmTh y fueron infectados con larvas de H.
contortus (sacrificados el dia 49 PI) presentaron mayor cantidad (p<0.001) de
eosinofilos y células cebadas en la pared abomasal que el resto de los grupos. La
submucosa findica de este grupo presentd mayor cantidad de eosinodfilos que el

resto de las regiones estudiadas (p<0.001).

Los corderos que recibieron el ExmTh y fueron infectados con larvas de H.
contortus (sacrificados el dia 49 PI) presentaron mayor cantidad de células
productoras de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IFN-y en la pared abomasal que el resto de
los grupos (p<0.05).

La submucosa fundica de los corderos de todos los grupos presentd mayor cantidad

de células productoras de IFN-y que las otras regiones estudiadas (p<0.05).

La submucosa findica de los corderos de todos los grupos presentd mayor cantidad

de células productoras de IL-2* que sus respectivas submucosas piloricas (p<0.05).

En general las mucosas pildrica y fundica de los corderos de todos los grupos
presentaron mayor cantidad de células productoras de 1L-4 que las submucosas de

sus respectivos grupos (p<0.05).

Los corderos que recibieron el ExmTh y fueron infectados con larvas de H.
contortus (sacrificados el dia 49 PI) presentaron mayor cantidad de células
productoras de IL-4 en la mucosa findica y la mucosa pilorica que las regiones

homologas del resto de los grupos estudiados (p<0.01).

63



CONCLUSIONES

e Los resultados sugieren una respuesta inmune compartimentalizada, en la cual, la
submucosa abomasal presenta una respuesta tipo Thl y la mucosa abomasal una

tipo Th2.

e Se observaron correlaciones negativas (p<0.05) entre la carga parasitaria y c€lulas
de la mucosa pildrica (células cebadas -0.60 e IFN-y" -0.75), mucosa fundica
(células cebadas -0.62, eosinofilos -0.55, células IL-6" -0.68 y células IFN-y* -0.62),
submucosa pildrica (células IL-2" -0.57 y células IL-4" -0.70) y submucosa fundica

(eosinofilos -0.75).

e Se observaron correlaciones negativas (p<0.02) entre carga parasitaria y ES (-0.71)
y una correlacion positiva (p<0.03) entre ES y eosinofilos en la submucosa fundica

(-0.61).
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