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Introduccion

1. INTRODUCCION

Sin duda, en la cabafia ganadera de la Comunidad Auténoma de
Canarias, la especie caprina juega un papel preponderante y de ahi el interés
que suscita desde un punto de vista econdmico y sanitario. Entre los
patégenos que afectan a las cabras en nuestra comunidad, se encuentran los
parasitos, y dentro de éstos, destaca por su elevada prevalencia el nematodo
abomasal Teladorsagia (Ostertagia) circumcincta. Este es un pequefio
nematodo de apenas 14 mm de longitud considerado como uno de los
parisitos més importantes de los pequefios rumiantes, por las pérdidas
econdmicas que ocasiona en todo el mundo. Provocar alteraciones
digestivas que repercuten en una inadecuada absorcién de nutrientes, y
como consecuencia de ello, un escaso aprovechamiento de los recursos.

El desarrollo de medidas de diagndstico y control adecuadas para la
ostertagiosis, redundarian en una reduccion de las pérdidas economicas que
se asocian a la parasitacion por este nematodo. En general, hoy dia el
diagnostico se lleva acabo fundamentalmente por medio de analisis
coproldgicos y el control por medio del uso de antihelminticos. Aunque se
trata de métodos correctos de lucha contra las enfermedades parasitarias, no
esta exenta de problemas:

s El diagnostico coprologico sélo nos permite detectar el
parasito cuando ya se ha instaurado, ademas de que en
ocasiones se encuentran con falsos negativos.

e FEl uso de antihelminticos va acompafiado en ocasiones
del desarrollo de fendmenos de resistencia, especialmente
frecuentes en las cepas de origen caprino.

e TFinalmente el uso de antihelminticos, ademés de su coste,
puede dar lugar a la presencia de residuos en los
productos de consumo humano (leche y carne), si no se
lleva a cabo un estricto control sobre los periodos de
supresion tras su administracion.

Esta problemética sirve de acicate para el desarrollo de nuevas lineas
de investigacién, orientadas a la obtencién de métodos diagnésticos fiables
y precoces, asi como al desarrollo de medidas de control que solucionen
satisfactoriamente el problema de las parasitosis en el ganado de abasto. El
estudio de la respuesta inmune ofrece un enfoque comin a ambas
cuestiones, ya que la informacién obtenida sobre los diferentes antigenos
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parasitarios puede ser utilizada bien con fines diagndsticos o en la induccién
de respuestas inmunes protectoras.

En el diagnéstico inmunologico de una parasitosis, el principal
problema es la existencia de fenémenos de reaccién cruzada entre parasitos
que ocupan un mismo nicho ecolégico. Al analizar la utilidad de antigenos
parasitarios en la induccién de respuestas inmunes protectoras, mucha lineas
de trabajo parten de la observacion de que los rumiantes sometidos a
infecciones naturales por nematodos gastrointestinales adquieren resistencia
inmune tras el contacto con el parasito. Esto se traduce en una reduccion
progresiva de la fertilidad de Ios parasitos adultos alojados en el
hospedador, asi como el desarrollo de fenémenos de resistencia frente a
futuras reinfecciones.

La mayor parte de los estudios desarrollados en estas lineas de
investigacion se han realizado en bovinos y ovinos, aunque muchos de los
hallazgos obtenidos en bovinos y ovinos puedan extrapolarse al ganado
caprino, lo cierto es que esto no siempre es posible, pero en cualquier caso
esa idea errénea ha hecho que esta especie que, pese a la importancia que
tiene en algunas regiones como la Canaria, baya quedado al margen de estas
investigaciones. Asi mismo, si tenemos en cuenta que las respuestas frente a
los parésitos en general y a los nematodos gastricos en particular puede
verse afectada por factores de naturaleza nutricional,ambientales, genéticos
etc., es necesario considerar independientemente cada especie hospedadora,

y su correspondiente entorno, lo que justificaba la realizacion de este
estudio.

En el marco de desarrollo de técnicas que permitan realizar un
seguimiento de animales infectados por este tipo de nematodos, hemos
tratado de realizar en este primer trabajo un acercamiento a la naturaleza de
la asociacion parasito-hospedador en nuestro entorno, analizando algunos
aspectos de la respuesta inmunitaria celular y humoral en animales
sometidos a infectaciones con un numero de vermes similares a los
observados en condiciones naturales, y valorar la respuesta protectora que

este tipo de infecciones es capaz de inducir el parssito en esta especie
hospedadora.

De este modo, el trabajo realizado se ha encontrado en los siguientes
objetivos:
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Constatar el posible papel protector de una infeccion
experimental con cargas parasitarias similares a las
detectadas en la poblacién caprina de Gran Canaria.

Estudiar de qué manera puede afectar la parasitacion con
T. cirumcincta la capacidad de proliferacion de linfocitos

de sangre periférica frente a antigenos somaticos de .

parasitos adultos y estimulantes inespecificos de
linfocitos T y B en distintos regimenes experimentales, y
valorar si la exposicion previa a pequefias cargas
parasitarias modifica en algiin sentido esta respuesta.
Analizar los niveles de inmunoglobulina G (IgG)
especificas frente al antigeno somatico de parasitos
adultos tanto en primoinfestaciones como en
reinoculaciones tras la exposiciébn a pequefias cargas
parasitarias, asi como valorar la utilidad del tratamiento
previo del antigeno con periodato a la hora de disminuir
la reactividad cruzada.

Evaluar la liberacion de huevos en heces en animales
primoinfectados y reinoculados, tratar de ver si la
infeccién previa supone una menor liberacion de huevos,
y por ende, la adquisicion de cierto grado de proteccion,
encontrando una correlacién entre recuentos fecales con
los recuentos finales de nematodos.

Comprobar  posibles  variaciones  que pudieran
desarrollarse en pardmetros hematicos y séricos a lo largo
de la infeccién, tanto en infecciones primarias como
reinoculaciones, analizando el posible papel de los
eosinéfilos como indicadores de infestacion.

Detectar la presencia o ausencia de larvas inmaduras en el
abomaso, tanto en animales primoinfestados como otros
reinoculados, y valorar histiopatologicamente los ganglios
linfaticos abomasales.
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Revision bibliografica

2.- REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCCION

Diversos nematodos pueden parasitar el tracto digestivo de los
rumiantes. Los principales nematodos gastrointestinales parasitos en
rumiantes pertenecen al Orden Strongylida y concretamente a la familia
Trichostrongyloidea (Balic y cols. , 2000). En el abomaso destacan
Haemonchus spp. , Ostertagia (Teladorsagia) spp. o Trichostrongylus axei,
en intestino delgado, Trichostrongylus. spp., Nematodirus spp.; mientras
que en el intestino grueso Oesophagostomum spp. y Chabertia spp.

En el pasado, la convivencia de los parasitos con los hospedadores
en pastoreo, condujo al establecimiento de un equilibrio entre el parasito y
hospedadores. Actualmente, el desarrollo de la ganaderia intensiva ha
desencadenado la ruptura de este equilibrio, favoreciéndose el desarrollo de
los parasitos en los hospedadores y multiplicandose su efecto patégeno en
los rumiantes, lo que se traduce en mayores pérdidas econémicas derivadas
de la accién directa e indirecta de los parasitos. (Hawkins, 1993; Ploeger y
cols., 1990; Thomas y cols., 1984; Gross y cols., 1999).

Estudios realizados en USA para evaluar las consecuencias econémicas
de los parasitos gastrointestinales en la produccion de los rumiantes, estiman
las pérdidas anuales en 2 billones de délares. No todas las especies
parasitarias del digestivo de los rumiantes son igualmente patégenas. Los
géneros que mayores pérdidas productivas provocan son Ostertagia spp. y
Haemonchus spp. Ambas especies tienen en comin su localizacion en el
abomaso v la dificultad que tiene el hospedador en desarrollar una respuesta
inmunitaria rapida y eficaz frente a ellos (Gasbarre, 1997a; Gasbarre y
cols., 2001;Urquhart y col, 1987).

Muchos son los factores que parecen modular las pérdidas derivadas de
estos parasitos. Entre ellos podiamos destacar las cargas parasitarias, la
edad, sexo y estado nutricional de los hospedadores; las especies y razas
parasitados (McClure y Emery, 1994; Vercruysse y Claerebout, 1997),
asi como factores como el clima, medidas de manejo y de control
(Vercruysse y Claerebout, 1997), condicionan también la gravedad de las
repercusiones productivas de los parasitos.
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Ante estas pérdidas, una de las pricticas mas extendidas ha sido el
empleo de farmacos para el control o tratamiento de las parasitosis en las
explotaciones, si bien se trata de un método no exento de inconvenientes. A
parte del gasto que supone el uso de antihelminticos, la necesidad de
servicios veterinarios que encarecen los costes de produccion, la aparicion
de residuos en los animales por el uso de estos farmacos que pueden
persistir en los productos animales y llegar al consumidor o el desarrollo de
resistencias a antiparasitarios, entre ellos productos tan recientes y eficaces
como la ivermectina son algunos de ellos. Todas estas circunstancias
explican el desarrollo de nuevas vias de control como es el empleo de
vacunas, si bien actualmente estas son ineficaces, tal vez porque
actualmente no se conocen completamente los mecanismos inmunolégicos
involucrados (Balic y cols., 2000).

Aunque se estan realizando importantes avances en el desarrollo de estas
vacunas, y en el estudio de la respuesta inmune que acontece en las
infecciones parasitarias (especialmente sobre diversos inmunomoduladores
o citocinas) la mayor parte de ellos se han desarrollado en modelos murinos,
(Finkelman y cols., 1997; Brancroft y Grencis, 1998), sin embargo se
debe ser cauto a la hora de extrapolar estos resultados a los rumiantes, ya

que no se trata ni de los mismos hospedadores ni de los mismos parésitos
(Meeusen y Balic, 1999).

2.2 ETIOLOGIA

2.2.1 Superfamilia Trichostrongyloidea Cram, 1927

La superfamilia Trichostrongyloidea es la mayor de entre los nematodos
con bursa (Anderson, 1992). Estan dividlidos en 14 familias y 24
subfamilias (Durette-Desset y Chabaud, 1977; 1981; Durette-Desset,
1983). Se caracterizan por presentar un estoma reducido o rudimentario,
estando ausente la corona radiada. Los labios en mimero de 6-3 o bien
ausentes. El cuerpo es delgado, con una bolsa copuladora bien desarrollada,
salvo raras excepciones (Soulsby, 1988; Noble y cols., 1989).

Los nematodos tricostrongilidos son frecuentes patogenos de los
rumiantes, aunque también pueden localizarse en otros hospedadores como
los cerdos, caballos, gatos y aves. Las localizaciones mas frecuentes son el
abomaso y el intestino delgado, aunque un género, Dictyocaulus spp., se
desarrolla en las via respiratorias (Bowman, 1995; Georgi y Georgi, 1990;
Anderson, 1992; Urquhart y cels., 1996). Algunos otros géneros se alojan
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en los conductos biliares (Hepatojarakus), cavidad nasal (Nasistrongylus) y
glandula mamaria (Mammanidula) de sus hospedadores (Andersen, 1992).

El ciclo bioldgico es directo, generalmente no migratorio y la larva 3
(L3) desarroliada en el medio es la fase infectante y caracterizada por estar
envainada al ingresar en el hospedador (Urquhart y cols., 1996).

2.2.2 Familia Trichostrongylidae Leiper, 1912.

Los nematodos presentes en esta familia son, en su mayoria, de
pequefio tamafio, con la capsula bucal ausente o muy pequefia, sin coronas
radiadas y normalmente sin dientes. La bolsa copuladora esta bien
desarrollada, con amplios 16bulos laterales y un pequefio l16bulo dorsal. Los
adultos son parasitos del tracto digestivo del ganado ovino, bovino, caprino,
equino y otros vertebrados. Los géneros mas importantes son:
Trichostrongylus, Ostertagia, Marshallagia, Cooperia, Nematodirus,
Haemonchus, Hyostrongylus, Amidostomum, Dyctiocaulus, Mecistocirrus y
Graphidium (Soulsby, 1988; Bowman, 1995).

2.2.3 Género Ostertagia Ransom 1907

Las especies de este género se encuentran en el abomaso, y solo
ocasionalmente en el intestino delgado, de ovejas, cabras, vacas y otros
rumiantes (Soulsby, 1988; Anderson, 1992), como los cérvidos holérticos
(Anderson, 1992; Durette-Desset, 1983). El nombre del género se debe a
Ostertag, quien lo decribi6 por vez primera en Alemania en 1890
(Anderson, 1992).

Por su color se les conoce popularmente como el gusano pardo del
estdmago. Son vermes delgados, con una cuticula externa, dotada de estrias
transversales en su extremo anterior. El resto de la cuticula corporal lleva
unas 25-35 estrias longitudinales y ninguna transversal. La bolsa copuladora
del macho tiene dos 16bulos laterales y uno dorsal y una membrana bursal
accesoria situada en la zona anterior del dorso. Las espiculas, de color
pardo, relativamente cortas, y su extremo posterior termina en 2 6 3
procesos. La vulva de la hembra puede ir cubierta con una pequefia solapa
anterior (Soulsby, 1988). El extremo distal de la cola de la hembra también
puede estar anulada. Los huevos son tipicamente estrongiloides (Bowman,
1995; George y Georgi, 1990). Generalmente miden menos de 14 mm de
longitud (George y Georgi, 1990).
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Atendiendo a criterios exclusivamente morfologicos, Ostertagia y
Teladorsagia son practicamente indistinguibles, guardandose la
denominacién Teladorsagia para las que afectan a pequefios rumiantes,
mientras que Ostertagia seria el género parasito de los bovinos (Bowman,
1995; Geergi y Georgi, 1990). La diferenciacién entre especies se llevard a
cabo a partir de la estructura de las espiculas (Urquhart y cols., 1996).

Los adultos sGlo son visibles tras una meticulosa inspeccién o
lavados del abomaso, y las larvas se desarrollan en las glandulas gastricas y
sOlo se pueden ver microscopicamente (Urquhart y cols., 1996). Estas
pueden suffir secuestros larvarios en los estadios tempranos de la cuarta
etapa larvaria (Anderson, 1992)., fenémeno conocido como hipobiosis.

2.2.4 Teladorsagia circumcincta ( Stadelmann, 1894)

Se presenta en el abomaso de ovejas y cabras, con una gran
adaptacion a estos hospedadores (Borgsteede, 1981b), aunque también se
han encontrado en el abomaso de ciervos, llamas, muflones, antilopes, etc.
(Anderson, 1992). Los machos miden de 7.5 a 8.5 mm de longitud y las
hembras de 9.8 a 12.2 mm. Las espiculas son finas, de 0.28 a 0.32 mm y
cada una termina en un abultamiento grande y en un proceso pequefio y
agudo. La vulva esta cubierta normalmente por una solapa y se abre en el
ultimo quinto del cuerpo. Cerca del extremo de la cola de la hembra hay una
banda engrosada con 4 6 5 estrias transversas (Soulsby, 1988).

Los huevos miden de 80-100 X 40-50 pm. Estos son de forma
eliptica regular de polos simétricos no muy anchos. Las paredes laterales
son simétricas con cierta forma de barril. La capsula es delgada, quitinosa,
con la superficie lisa, tapizada internamente con una membrana delgada. Al
abandonar el hospedador la mérula tiene un gran niimero de blastémeros
que llenan la casi totalidad del huevo (Thiendepont y cols., 1979). Los
huevos eclosionan en 18-24 horas y el primer estadio larvario mide 350 pum
de longitud (Anderson, 1992). La L3 infectante mide 797-866 um
incluyendo la vaina que la recubre (Dikmans y Andrews, 1933).

Encuadre taxonémico

Orden Nematoda (Rudolphi, 1808)

Superfamilia Trichostrongyloidea (Cram, 1927)
Familia trichostrongylidae (Leiper, 1912)

Género Ostertagia (Teladorsagia) (Ransom 1907)

ria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran Canal

© Unive



Revision bibliografica

Especie Teladorsagia circumcincta (Stadelmann, 1894).

2.3 BIOLOGIA DE LOS NEMATODOS GASTROINTESTINALES

El ciclo biologico de Ostertagia es directo y muy similar al de otros
tricostrongilidos. Los huevos, tipicamente de tricostrongilidos salen con las
heces y en condiciones Optimas eclosionan y maduran hasta L3 en 2
semanas. En cualquier caso, los huevos de T. circumcincta son resistentes a
las condiciones adversas, y presentan gran capacidad de adaptacion, como
demuestra el hecho de su capacidad de eclosionar en intervalos de
temperatura que oscilan entre los 4-38 °C (Crofton, 1965; Crofton y
Whitlock, 1965 ), variando Unicamente el tiempo que necesita para
eclosionar en funcién de las distintas temperaturas y cepas parasitarias.

Cuando las condiciones de humedad son adecuadas la L3 migra de
las heces a la hierba (Urquhart y cols., 1996). La larva de tercer estado es
ingerida, desenvaina en el rumen y penetra en las glandulas gastricas de la
mucosa del abomaso a los tres o cuatro dias de ser ingeridas, originando
nédulos blanquecinos en la mucosa. Entre 7 y 10 dias después de la
infeccion, las larvas han madurado a L4 (hembras con 7 mm y machos con 5
mm de longitud) y a los 14-42 dias aparecen los adultos (Threlkeld, 1934;
Sommerville, 1953; 1954; Armour y cols., 1966), a menos que sufran
hipobiosis. Por tanto el periodo prepatente dura unas tres semanas (Soulsby,
1988; Urquhart col., 1996). Este fenomeno (hipobiosis), en las que las L4
quedan secuestradas en las glandulas gastricas (Armour y cols., 1966)
puede prolongarse durante un periodo de hasta 6 meses, y permite que esta
especie, como en otras especies de tricostrongiloides, puedan superar
condiciones medioambientales adversas (Georgi y Georgi, 1990; Bowman,
1995). Dunsmore, (1960, 1963), demostré que también una mayor
exposicion larvaria favorecia el secuestro larvario, y que el empleo de
antiparasitarios, que conducen a bajar la carga de nematodos adultos,
provoca que una parte de estas larvas en hipobiosis, reanude su desarrollo
para restablecer la poblacion de vermes en el abomaso, con lo que la
hipobiosis jugaria un papel en el mantenimiento de la poblacién de vermes
adultos.

2.4 EPIDEMIOLOGIA DE LA OSTERTAGIOSIS

En Europa el nimero de L3 de T. circumcincta que estan en la
vegetacion aumenta sensiblemente a mitad de verano y sigue aumentando
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progresivamente y es entonces cuando aparece la enfermedad (Urquhart y
cols., 1996), Los terneros, corderos y cabritos durante su primer periodo de
pastoreo son los mas susceptibles al establecimiento de la enfermedad
(Kassai, 1999).

Estas larvas derivan principalmente de huevos que proceden de
animales adultos que han sufrido un incremento en la eliminacién de huevos
en los periodos del periparto, en torno a dos semanas antes y unas 6 semanas
después de que nazcan los corderos (Urquhart y cols., 1996; Kassai, 1999;
Dunsmore, 1965). También contribuyen a incrementar la carga del pasto
los vermes que han derivado de L3 que superaron el invierno (Urquhart y
cols., 1996). De hecho, la supervivencia de las L3 durante tres meses a ~10
°C y por periodos mucho mayores a 4 °C justifican esta capacidad de
hibernacion (Gibsen y Everett, 1972) y explican la posibilidad de que
inicien una nueva infecciéon en primavera cuando los animales vuelvan al
pasto (Waller y Thomas, 1978).

Es importante hacer notar que estos huevos depositados en la
primera mitad de la estacién de pastoreo de abril a junio desarrollaran la
peligrosa poblacion de L3 de julio a octubre (Urquhart y cols., 1996),
favorecida por la sobrepoblacion animal y la congregacion de los mismos en
los puntos de agua de los pastos (Kassai, 1999).

Si la ingesta de las L3 tiene lugar antes de octubre, la mayoria de
estas larvas madurardn en tres semanas; si es posterior, lo normal es que
frenen su desarrollo y queden en hipobiosis durante varios meses y
precipiten la ostertagiosis tipo II cuando maduren.

La inmunidad se adquiere lentamente y generalmente requieren dos
estaciones de pastoreo antes de que se adquiera una resistencia significativa
a la infeccion (Urquhart y cols., 1996).

En areas subtropicales, por ejemplo en las islas Canarias, la
epidemiologia de la enfermedad es similar que la descrita para las zonas
templadas, excepto porque el ritmo estacional de eventos es diferente. En
muchas de estas areas el parto sucede conjuntamente con un aumento en el
pasto, normalmente al final del otofio o invierno. Esto coincide con las
condiciones mas favorables para el desarrollo de las fases de vida libre de
Ostertagia spp. y por lo tanto se concentran un mayor numero de larvas a lo
largo del invierno, originando los problemas clinicos o las pérdidas
productivas en la segunda mitad del invierno. El secuestro larvario podria
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tener lugar al final del invierno o al principio de la primavera, si bien no se
descarta la posibilidad de que en determinadas zonas climaticas (seco-
desértico) este fenémeno pudiera tener lugar durante las épocas mas secas y
calurosas del afio (Urquhart col., 1996). Asi mismo, la importancia relativa
de estas fuentes en cualquier drea geografica podria variar de acuerdo con
las condiciones durante el periodo mas adverso para la supervivencia
larvaria. Si el verano es muy seco y caluroso (como en las islas Canarias), se
reduce la longevidad de las L3 excepto en zonas de sombra, que serviran de
reservorio de la infeccion hasta el siguiente invierno como demuestran en
Marruecos Ouhelli y cols., 1981 y Pandey y cols., 1990. Con todo, las L3
son mds resistentes a la desecacion que las L1 y las L2, aunque las larvas
son muy sensibles a la exposicion directa a la luz solar (Kassai, 1999).
Aunque las L3 pueden perdurar en las heces ovinas durante condiciones
ambientales adversas, su proteccion es probablemente menor que en las
heces bovinas mucho mas voluminosas (Urquhart y cols., 1996). En un
estudio desarrollado sobre el efecto de la temperatura en la supervivencia
de la L3 de varios géneros de nematodos, considerando un intervalo de
temperaturas entre 5-30 °C, resulté que Ostertagia spp. fue el género mas
resistente (Boag y Thomas, 1985). También parece ser mas capaz de
soportar el frio que otros tricostrongilidos (Furman, 1944; Pandey, 1972;
Jasmer y cols., 1987). Lo cierto es que a4 y 16 °C, 2/3ya 25 °C, 1/5 de las
L3 sobreviven por mas de 16 semanas mostrando que, al igual que 0.
ostertagi (Pandey, 1972), T. circumcincta puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo (Pandey y cols., 1993). De hecho, Boag y Thomas,
1985, encontraron tras estudiar la resistencia de las L3 de 12 nematodos
diferentes que tan sélo O. ostertagi era mas resistente que T. circumcincta a
las temperaturas testadas (5-30 °C).

De modo analogo, las L3 de T. circumcincta son més resistentes a la
desecacion que las L3 de O. ostertagi (Pandey, 1976). Similares
conclusiones se han obtenido en estudios comparados entre O. ostertagi'y T.
circumcincta en Australia (Young, 1983).

2.5 PATOGENIA Y LESIONES

En general, en condiciones naturales coexisten en un mismo
hospedador varias especies diferentes de tricostrongilidos, cada uno de ellos
con localizaciones y mecanismos de accion patogena diferentes. Se asume
que la accién patogena total es, como minimo, el resultado de la accion
~ conjunta de todos ellos (Cordero de Campillo y cols., 2000), y en esta
accién patogena intervienen tanto las larvas como los adultos, si bien las
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primeras tiene un mayor protagonismo en el caso que nos ocupa. Asi
mismo, el curso de la infeccion variara en funcion de factores tales como el
numero de vermes, las especies de tricostrongilidos presentes en el tracto
gastrointestinal (no todos son igualmente patogénicos), la edad y nutricion
del hospedador etc. (Kassai, 1999).

En el caso concreto de Ostertagia spp. se han documentado cambios
morfolégicos y funcionales subsecuentes a infestaciones experimentales por
O. ostertagi en terneros (Murray y cols. 1970). Este estudio ha demostrado
que el principal efecto patogénico de la infestacién por O. ostertagi es la
reduccion de la funcionalidad de las glandulas gastricas, asi como la amplia
superficie de mucosa que puede verse afectada y es donde tienen lugar los
principales cambios funcionales y morfolégicos (Soulsby, 1988).

Los cambios fisiopatologicos podrian dividirse en tres fases:

FASE 1: Aproximadamente a los 17 dias post-infeccion. Las
lesiones se producen por el desarrollo larvario en las glandulas gastricas,
estando restringidos los dafios a las glandulas parasitadas, donde las células
mucosas, zimogénicas y parietales son reemplazadas por células
indiferenciadas columnares de secrecién mucosa (Soulsby, 1988; Kassai,
1999; Noble y cols. 1989).

FASE 2: Se asocia a la salida de los adultos de las glandulas
géstricas y la aparicion de importantes cambios en las glandulas adyacentes,
fendmeno que tiene lugar a los 17-35 dias post infeccion. Las glandulas
parasitadas, agrandadas, dilatan las glindulas circundantes y estimulan la
rapida division de las células epiteliales, sustituyéndose asi por células
aplanadas  indiferenciadas, perdiendo su capacidad funcional
fundamentalmente las células parietales. Tiene lugar una importante
hiperplasia y un engrosamiento de la mucosa que provoca la desaparicion de
los complejos de union celulares (Soulsby, 1988; Kassai, 1999).

Estos cambios morfolégicos explican los importantes cambios
bioquimicos que tiene lugar al tiempo, y por ende, los signos clinicos de la
infeccion. Se produce un incremento del pH del abomaso porque cesa la
produccion de 4cido clorhidrico por las células parietales (Soulsby, 1988;
Kassai, 1999) y porque se modifica el Diferencial del Potencial Transmural
(DPT), esto es, el potencial eléctrico a través de la pared gastrica e
intestinal, y de la concentracién intraluminal de iones. Tanto en
infectaciones con T. circumcincta como con H. contortus se ha detectado un
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fuerte aumento del diferencial de potencial transmural con variaciones en la
concentracion de iomes a los 30 ‘minutos que siguen a la infeccion,
consecuencia de la mayor presencia de iones de HCOs, que también
contribuye al aumento del pH gastrico (Cordero del Campillo y cols.
2000).

La caida en la secrecion de HCl que provoca una subida del pH
gastrico hasta alcanzar el valor de 7, se pensaba que venia determinada
exclusivamente por la destruccion de las células parietales de la mucosa del
abomaso, pero, la rapida recuperacion de los valores normales después del
tratamiento antiparasitario, mucho antes de que se alcance la normalidad
celular, parece indicar que la causa es otra. Algunos autores sostiene que
podria haber una activacion de la secrecion 4cida en los lugares donde el
vermes no tiene una accién directa, inducido por la accion de la gastrina y la
inhibicién de la secrecién del HCl producido por un factor gastrico de
origen desconocido, inducido por la presencia del verme (Cordero del
Campillo, 2000).

En cualquiera de los casos, estas condiciones gastricas provocan que
el pepsinogeno no se transforme en pepsina, lo que desencadena importantes
alteraciones digestivas. Asi mismo, como consecuencia de la pérdida de
uniones intercelulares produce un filtracion de macromoléculas a través de
la mucosa del abomaso, llegando el pepsinogeno plasmatico a superar las 3
UL de tirosina y detectarse proteinas plasmaticas en el contenido abomasal
(Soulsby, 1988).

Si bien el parasito induce un aumento en la secreciéon del
pepsindgeno por las células cimogenas, que se verteria directamente a la
circulacion hematica, el paso del pepsinogeno al plasma puede darse por
otras via, como demuestra el hecho de que ya se vean aumentados sus
valores a las 24-48 horas post-infeccién (Cordero del Campillo, 2000). Por
otro lado se produce una pérdida de proteinas del plasma, entre las que
destaca la albamina, lo que desencadena una hipoalbuminemia y un
aumento de la tasa catabolica de la albumina similar a otras parasitosis
como fasciolosis o haemoncosis (Dargie, 1975).

Esta pérdida de proteinas provoca cambios en el balance osmético de
la sangre, lo que supone un aumento del liquido, particularmente en las
partes mas declives del cuerpo. En bovinos el espacio submandibular es el
lugar mas caracteristico para esta acumulacion (Noble y cols., 1989). Como
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consecuencia del mayor pH, también se ha detectado un aumento de
bacterias en el abomaso (Soulsby, 1988).

Parece ser que también juega un papel en la patofisiologia de la
enfermedad un componente de hipersensibilidad, y la degranulacion
eosinofilica durante el desarrollo larvario (Hammerberg, 1986; Schillhorn,
1981; Smith, B. P., 1990)

Macroscopicamente la lesion que se produce es un abultado nédulo
circular de 2-3 mm de didmetro con una abertura central en la glandula
parasitada. Este nédulo es consecuencia de la intensa division celular y la
hiperplasia de la mucosa. Si las infestaciones son masivas, toda la mucosa
esta hiperplésica con un tipico aspecto de “cuero repujado” (Seulsby, 1988;
Georgi y Georgi, 1990; Bowman, 1995).

FASE 3: Se asocia a la pérdida gradual de los parasitos adultos hacia
el dia 35 post-infeccién, lograndose progresivamente un regreso a la
normalidad de la mucosa gastrica hacia el dia 63-70 de infestacion
(Soulsby, 1988). '

Esta es la forma de presentacién de la enfermedad conocida como
ostertagiosis tipo I, es causada por infecciones a partir de L3 recientes, la
mayoria de los vermes presentes son adultos y la respuesta al tratamiento
antihelmintico es buena. En las regiones calidas es mas comin en la época
de destete y en los meses siguientes y en las regiones templadas mas frias,
en el ganado joven durante el verano y a principios de otofio.

En la ostertagiosis tipo II se presentan lesiones similares pero mds
extensas (Soulsby, 1988). Es el resultado de que un nimero elevado de
larvas, que estaban en hipobiosis al principio de la cuarta etapa larvaria,
emergen de las glandulas. En las regiones templadas calidas, las larvas
propensas a la inhibicién son adquiridas en primavera y la enfermedad
puede ocurrir cuando un gran nimero de larvas reanudan su desarrollo hasta
la fase de adulto, a finales del verano u otofio. En las regiones templadas
frias, las larvas propensas a la hipobiosis son adquiridas al final del otofio y
maduran a finales del invierno o principio de la primavera (Aiello, 2000).

2.6 SIGNOS CLINICOS

Al menos en ganado bovino se han observado dos manifestaciones
clinicas de 1a enfermedad.
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(1) Ostertagiosis tipo I
(2) Ostertagiosis tipo I1

La ostertagiosis tipo I aparece en terneros durante su primer verano
de pastoreo en climas templados. Ocurre entre julio y octubre y estd
asociada con la presencia de gran numero de parésitos adultos. Se produce
edema y necrosis del abomaso, decrecen los niveles de albumina, anorexia,
y hay profusa diarrea acuosa, generalmente de color verde brillante por la
falta de desnaturalizacién de la clorofila del cuajar (Soulsby, 1988; Kassai,
1999), pérdida de peso, deshidratacion, aumento del pepsindgeno
plasmético, hipoalbuminemia y ocasionalmente edemas periféricos. Los
recuentos fecales de huevos son altos (>1000 h.p.g.) (Kassai, 1999). La
morbilidad es alta, y la mortalidad es normalmente baja, siempre que se
aplique el tratamiento adecuado (Soulsby, 1988). La ostertagiosis tipo II es
una entidad clinica clara y se observa en climas templado-frios a finales de
invierno o principio de primavera, tanto en el ganado estabulado como en el
que ha pasado el invierno a la intemperie tras su primera estacion de
pastoreo (Selman y cols., 1976; Kassai, 1999). Se asocia con la salida de
gran nimero de larvas quiescentes de las glandulas  gdstricas.
Ocasionalmente se puede ver esta presentacién en animales adultos.
Clinicamente se caracteriza por una grave diarrea cronica y emaciacion
(Martin y cols., 1957; Kassai, 1999), anorexia, deshidratacion, incremento
del pepsindgeno plasmatico, hipoalbuminemia muy marcada y por tanto
generalmente provoca edemas periféricos (Kassai, 1999) y con frecuencia
conduce a la muerte (Martin y cols., 1957; Kassai, 1999), si bien la
morbilidad es baja. En algunos animales pueden observarse mas de 200000
parsitos, el 60% de los cuales pueden ser inmaduros. La mucosa del
abomaso aparece muy engrosada y edematosa. Al tiempo puede haber
necrosis superficial conjuntamente con un exudado inflamatorio. En
animales adultos puede aparecer edema en el abomaso. Hay una importante
reduccién de las proteinas séricas y edema subcutdneo muy evidente por la
pérdida de la albtimina sérica (Mulligan y cols., 1963).

En ovinos el signo clinico que aparece con mayor frecuencia es una
marcada pérdida de peso. La diarrea es intermitente, y generalmente no tan
acuosa como en bovinos (Urquhart y cols., 1996).

En climas tropicales y subtropicales, no suelen darse ciclos
biologicos tan marcados, prolongandose la viabilidad de las larvas 3 durante
periodos més largos, lo que determina que la ostertagiosis clinica sea poco
frecuente. De producirse dichas formas clinicas el tipo I tendria lugar a
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finales del invierno (enero-marzo) y la tipo II en otofio, con el comienzo de
la estacion de lluvias (septiembre-diciembre) (Kassai, 1999).

2.7 DIAGNOSTICO

Se puede apoyar en los antecedentes de pastoreo y en los signos
clinicos que se observan en los animales afectados (Kassai, 1999; Soulsby,
1988). Con todo, los signos clinicos son poco patognoménicos (Kassai,
1999). Los recuentos de huevos en heces pueden ser elevados en la
enfermedad tipo I, siendo en ocasiones superior a 1000 huevos por gramo en
los casos graves, pero son muy bajos y ain negativos en animales que
padecen la enfermedad tipo II (Soulsby , 1988). En cualquier caso los
recuentos de huevos fecales no siempre son proporcionales a la carga
parasitaria ni a los signos clinicos. De hecho, corderos, cabritos y terneros
pueden sufrir de forma fatal la enfermedad coincidiendo con la fase larvaria,
siendo en ese momento el recuento de huevos insignificante (Kassai, 1999).
En cualquier caso la observacién microscépica de los mismos no permite un
diagndstico preciso y debe complementarse de un coprocultivo ¢
identificacion de las larvas 3.

Dichas L3 pueden ser contadas en el pasto sirviendo de ayuda en el
diagnostico, particularmente si el cuadro clinico es indefinido, por ejemplo
en animales adultos. Niveles de larvas infestantes por encima de 100 por Kg
de hierba seca se asocian con una pérdida de crecimiento, y mas de 1000
son indicativos de formas clinicas (Soulsby, 1988).

Los altos niveles de pepsindgeno en plasma también pueden ayudar
al diagnéstico. En los casos graves los valores pueden exceder las 3 U.L de
tirosina (niveles normales de menos de 1 U. I en animales jovenes sin
infecciones previas; en animales mas viejos los niveles normales pueden
alcanzar 1.5-2 U. L de tirosina / litro). Si bien, no se debe utilizar de forma
categorica puesto que incluso los valores de pepsindgeno puede estar
aumentados en animales tratados (Michel y cols., 1978b; Kassai, 1999).
Cuenta con otros inconvenientes como la necesidad de contar con
laboratorios especializados para su realizacion (Kassai, 1999).

El diagnéstico se confirma a menudo por la respuesta al tratamiento
con antihelminticos bencimidazélicos. La enfermedad tipo I responde
rapidamente y en 48 horas se recobra el apetito y se produce una rapida
regresion de los cambios en el abomaso. El tipo II responde de manera
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menos espectacular siendo necesaria a menudo la repeticion del tratamiento
(Soulsby, 1988).

El estudio post- mortem permite encontrar lesiones caracteristicas en
las mucosas (Kassai, 1999).

Si bien en este apartado se estan llevando a cabo numerosos estudios
para el desarrollo de métodos fiables y precisos, y si bien se estin
alcanzando importantes logros (Gémez-Mufioz, 1996; 2000), lo cierto es
que no se trata de métodos que hoy por hoy tengan unma aplicacion
generalizada.

2.8 TRATAMIENTO

Respecto al tratamiento serd preciso inicialmente definir el objetivo
y escoger el momento idoneo para realizarlo. El control y la profilaxis de las
tricostrongilidosis debe contemplar un conjunto de acciones que combinen
los tratamientos antihelminticos estratégicos con practicas de manejo que
limiten los riesgos de infeccién. Estas medidas deben ser disefiadas para
cada zona de acuerdo con los sistemas de explotacién y condiciones
climaticas (Cordere del Campille, 2000).

2.8.1. Antiheiminticos

Los farmacos que se utilizan actualmente pertenecen a los siguientes
grupos:

(1) Bencimidazoles
(2) Probencimidazoles
(3) Imidazotiazoles
(4) Ivermectinas

(5) Organo fosforados

2.8.1.1 Bencimidazoles y probencimidazoles

Se administran por via oral. Se absorben con rapidez, alcanzando en
2-3 horas los niveles plasmaticos mas altos. Los mas utilizados actualmente
son: albendazol, oxibendazol, mebendazol, oxfendazol, fenbendazol,
flubendazol y cambendazol.
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El netobimin es un probencimidazol muy soluble en agua, por lo que
se puede administrar via oral o subcuténea. Se utiliza en ovinos por via oral
a dosis de 7.5 mg/Kg pv, tiene una eficacia del 98-100% frente a vermes
adultos, estadios larvarios y larvas inhibidas de los nematodos
gastrointestinales, siendo, ademds, ovicida y larvicida (Cordere del
Campillo, 2000).

2.8.1.2 Imidazotiazoles

El tetramisol y el levamisol son muy eficaces frente a las formas
adultas de los nematodos gastrointestinales. Frente a los estadios larvarios
su eficacia es menor (menos del 80%). Se recomiendan periodos de
supresion de 2 dias para el consumo de leche y de una semana para la carne
(Cordero del Campillo, 2000).

2.8.1.3 Lactonas macrociclica

La ivermectina y la doramectina se administran por via oral o
parenteral a dosis muy bajas, con alta eficacia del 95-100% frente adultos y
estados larvarios, incluso en hipobiosis. Ademas son eficaces frente a
ectoparasitos. Sin embargo, el periodo de supresién es muy alta. Se
mantiene circulando al menos 2 semanas. Para carne, se recomienda esperar
21 dias, y no se pueden administrar en ganado lechero (Cordero del
Campillo, 2000).

2.8.1.4 Organo fosforados
Todos tienen buena eficacia frente a los nematodos. Sin embargo, su

elevada toxicidad y la aparicién de otros farmacos mas inocuos y de
superior eficacia los ha llevado al desuso (Cordero del Campillo, 2000).

2.8.2 Resistencia a los antihelminticos

La utilizacién masiva y reiterada de estos farmacos ha favorecido el
desarrollo de cepas resistentes frente a ellos, lo que complica el control de
las tricostrongilidosis (Kassai, 1999; Cordero del Campillo, 2000). Esta
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muy relacionada con el uso de los bencimidazoles y otros més antiguos
como fenotiacina o los imidazotiazoles (Cordero del Campillo, 2000).

El elevado potencial bistico de los parasitos y las condiciones
climiticas favorables para la supervivencia de los estados larvarios
favorecen la aparicion de resistencias. También son importantes la
administracién frecuente, el uso repetido del mismo farmaco o grupos
antihelminticos, y la administracion de dosis subterapéuticas (Cordero del
Campillo, 2000).

El fenémeno de la resistencia se debe esencialmente a un cambio en
la frecuencia de un gen de una poblacion de vermes, producida por una
seleccion inducida por drogas, determinando una reduccion de la eficacia
por debajo del 95% (Kassai, 1999). La resistencia a los bencimidazoles,
por ejemplo, se asocia a una mutacion del aminoécido fenilalanina por
tirosina en la posicion 200 del gen de la B-tubulina isotipo I tanto para
Haemonchus contortus, Trichostrongylus colubriformis (Kwa y cols., 1994)
como para Teladorsagia circumcincta (Elard y cols., 1996).

2.9 CONTROL

A la hora de plantear el control de las nematodosis gastrointestinales
“contamos con varias armas. Entre estas se debe destacar medidas de manejo
y tratamientos estratégicos, si bien entre las. recomendaciones que con
mayor frecuencia se encuentra en la bibliografia para el control de las
gastroenteritis parasitarias, la mayor parte de ellas se refieren a zonas
templadas y en el hemisferio norte. Sin embargo, los mismos principios son
aplicables a condiciones locales en otras areas geograficas (Urquhart y
cols., 1996).

Aunque en esencia debe seguir pautas similares a las requeridas para
el control de la ostertagiosis bovina, existen algunas pequefias diferencias en
las nematodosis gastrointestinales de los pequefios rumiantes. Se pueden
destacar:

(1) El incremento de huevos en el periodo del periparto es
mas marcado en ovejas y cabras que en vacas, por lo que
es mas relevante su papel en la contaminacién de los
pastos en primavera.

19

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Revision bibliografica

(2) Las nematodosis gastrointestinales de los pequefios
rumiantes suelen ser mixtas con mas frecuencia que en
bovino. Esto se traduce en diferencias epidemiologicas.

(3) La mayoria de las veces los pequefios rumiantes pastorean
todo el afio. Esto implica una tasa de infecciéon de los
pastos mas continuo y s6lo modificada por restricciones
climaticas (Urquhart y cols., 1996).

Otro elemento a considerar podria ser la utilizacién de vacunas, pero
a diferencia de lo que ocurre con muchas bacterias y virus, no disponemos
de productos comerciales que ayuden al control de las nematodosis
gastrointestinales (Kassai, 1999). El desarrollo de estos aspectos de
Inmunoprofilaxis se tratara en el apartado 2.10.9.1.

También se estan desarrollando algunas medidas de control basadas
en la seleccion de animales. Sin embargo, al igual que la vacunacion, aun se
trata de estudios experimentales (Kassai, 1999; Georgi y Georgi, 1990). En
realidad, este método ha sido el mas empleado de forma clasica por los
productores desde hace muchos afios, basindose tUnicamente en su
observacion y la deteccion de los animales mas productivos de su rebafio
(Georgi y Georgi, 1990). También se desarrollard este aspecto
profusamente en el apartado 2.10.9.3.

2.9.1 Quimioprofilaxis

El tratamiento de los animales es una de las medidas profilacticas
mas extendida en el control de la ostertagiosis. Se pueden utilizar tanto
bencimidazoles, como imidazotiazoles o avermectinas. Siempre que sea
posible, se recomendara que los animales recien tratados pastoreen en 4reas
que hayan sido utilizadas el afio anterior, para evitar su inmediata infeccién
(Urquhart y cols., 1996).

El brote ocasional de la ostertagiosis tipo I en ovejas jovenes en
primavera se debe tratar con los mismos antihelminticos. A diferencia de O.
osterfagi en terneros, donde las fases secuestradas en los tejidos son
susceptibles al levamisol y al thiabendazol (Urquhart y cols., 1996).
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2.9.2 Medidas de manejo

Se debe evitar una densidad elevada del rebafio y el agua y la

humedad en las zonmas de pastoreo que facilitan la supervivencia y la

concentracion de las larvas (Kassai, 1999).

El valorar datos medioambientales como las tuvias, temperaturas,
humedades y otros relacionados con la epidemiologia de la enfermedad, esto
es aspectos tales como los incrementos en la presencia de huevos en las
heces en el periodo del periparto. Si se dispone de estos datos de la region
es posible estimar cuando existen mas riesgos de acumulacién de larvas e
incluso intuir cual serd la severidad previsible de la infeccion en el rebafio
(Kassai, 1999). Aspectos como el estado fisiologico de los animales, la
carga ganadera, duracion del pastoreo, la contaminacion residual de la
hierba, tipos de pradera (regadio, secano), cantidad y tipo de hierbas
(gramineas, leguminosas), juegan un importante papel (Cordero del
Campillo y cols., 2000). En definitiva, no existe un modelo tnico de control
(Georgi y Georgi, 1990).

En Gran Canaria, existen importantes variaciones medioambientales
que justifican el adoptar distintos métodos de control en cada area
geografica. Los rebaiios caprinos en la isla suelen tener de 200-500 cabras
lecheras, y la introduccién de nuevos animales es poco frecuente.
Tipicamente, los rebafios son semi-intensivos, y el pastoreo se restringe a
pequefias areas del centro y sur de la isla. La alimentacion de los animales
se suelen suplementar con maiz, salvado de trigo y alfalfa deshidratada. Los
tratamientos antiparasitarios, hasta hace unos afios, eran esporadicos, y
generalmente se empleaba el levamisol. Hoy en dia son mas frecuentes y se
~ emplean diversos bencimidazoles y avermectinas (Molina y cols., 1997).

2.9.2.1 Granjas donde habitualmente solo se pastorea

Este tipo de granjas pueden buscar un programa sanitario que se va a
centrar en la profilaxis antihelmintica o la alternancia anual de los pastos. El
primer método, serd el de eleccion para granjas donde solo hayan ovejas 0
cabras, mientras que la otra opcién se podra emplear como método para
granjas mixtas (Urquhart y cols., 1996).
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2.9.2.1.1 Profilaxis por antihelminticos
Adultas:

La principal fuente de infeccidon de los corderos y cabritos en los
pastos son los huevos liberados por los adultos durante el periparto, y la
profilaxis sélo sera eficaz si esto se reduce al minimo. La administracién del
antihelmintico durante el 4° mes de gestacion debe eliminar la mayor parte
de los nematodos adultos presentes en ese momento, incluyendo a las larvas
en hipobiosis, y en estos animales en pastoreo, en las que el estado
nutricional suele ser bajo, este tratamiento redunda en una mejor condicién
corporal facilmente evidenciable. Sin embargo, durante el final de la
gestacion y principios de la lactacion, estos animales vuelven a infectarse
por la ingestion de larvas que han soportado el invierno en el pasto. Por lo
que para mejorar la profilaxis, se recomienda un tratamiento posterior a las
4-6 semanas de lactacion.

Carneros y adultos jévenes se pueden tratar en este momento.

Una alternativa seria la incorporacion de los antihelminticos en la
comida o bloques energéticos durante todo el periodo del periparto. Esto
estd bien, incluso es mejor que el otro sistema si hay pocos animales y
pastorean en una zona pequefia. Sin embargo, si se trata de grandes zonas,
se prefiere la primera alternativa terapéutica.

Finalmente, se puede recurrir al empleo de bolos ruminales, ya
disponibles para pequefios rumiantes, que permiten una lenta liberacion del
antihelmintico durante el periodo del periparto (Urquhart y cols., 1996).

Corderos y cabritos:

Se deben tratar al destete, y si es posible, se deben trasladar a pastos
seguros en los que no hayan pastoreado adultos al menos el afio anterior. Si
esto no es posible, se deberan administrar tratamientos repetidos con
antihelminticos, al menos hasta el otofio o hasta la venta de los animales. El
numero de tratamientos dependerd del tamafio del rebafio y de las
condiciones del pastoreo (Urqubart y cols., 1996; Soulsby, 1988). Si este
tiene lugar en extensivo, serd suficiente con un unico tratamiento en
septiembre. Si por contra las condiciones del pasto son més intensivas, se
recurrird al menos a 2 tratamientos tras el destete.
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Como farmacos para esta quimioprofilaxis, se pueden emplear desde
bencimidazoles, =~ levamisol, pro-bencimidazoles ¥y avermectinas  /

milbemicina.

Estos métodos resultan muy caros y laboriosos, pero en algunas
explotaciones ganaderas es el Gnico recurso del que se dispone para
controlar las nematodosis (Urquhart y cols., 1996).

2.9.2.1.2 Pastoreo cruzado entre distintos rumiantes

Generalmente se desarrolla este método en ganaderias donde se
combinan ovejas y vacas. Este método se basa en la falta de susceptibilidad
interespecifica de algunos nematodos gastrointestinales (Urquhart y cols.,
1996). ‘

Este método se estudiara con mas detalle en el apartado 2.10.9.

2.9.2.2 Granjas con pastoreo alternativo

En estas explotaciones mis intensivas, la rotacién de cultivos es
frecuente, por lo que el heno y el ensilado estd mas disponible como
alimento seguro para cada afio, pudiéndolo reservar a los animales mas
susceptibles del ganado. En estos casos, las medidas de control se
estableceran en funcién a medidas de manejo y quimioprofilaxis (Urquhart
y cols., 1996). -

2.9.2.2.1 Profilaxis por manejo y antihelminticos

Se puede alcanzar un Optimo control sélo con un tratamiento
antiparasitario anual, que se realizara cuando las ovejas abandonen el pasto
(Urqubart y cols., 1996; Cordero del Campillo y cols., 2000; Georgi y
Georgi, 1990). Esto finalizard con el pico de huevos del periodo del
periparto antes de mover a las ovejas y corderos a pastos seguros. Cuando se
realice el destete de los corderos, serd conveniente trasladarlos a pastos
seguros y seria una medida recomendable de policia sanitaria aprovechar
para realizar un tratamiento de ellos con antihelminticos (Urquhart y cols.,
1996).

Otro posible sistema, menos COstoso en trabajo y dinero, seria el
aprovechar el pasto con rotaciones de cultivo (heno y ensilados), pastoreo
de bovinos y al afio siguiente de ovejas. Este método es especialmente 1til
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para corderos y terneros recién destetados (Urqubart y cols., 1996;
Cordero del Campillo y cols., 2000; Soulsby, 1988).

Aunque se puede sugerir la no utilizacién de tratamientos en este
sistema, lo cierto es que si no se emplean suelen aparecer casos de
nematodosis gastrointestinal clinica en los animales del rebafio. No se debe
olvidar que ni siquiera los firmacos mas eficaces son capaces de eliminar
todos los vermes, y que algunas L3 pueden sobrevivir dos afios en los
pastos. Por tanto, se recomienda al menos un tratamiento al abandonar un
pasto y al ir a introducir los animales en pastos seguros (Urquhart y cols.,
1996).

2.9.2.2.2 Profilaxis por el manejo del pasto

Muchos esquemas se han realizado con el objetivo de realizar el
control de las nematodosis gastrointestinales tmicamente basandose en las
rotaciones de los pastos. Uno de ellos se basaba en la rotacion en diversos
prados a lo largo del afio. Pero como quiera que el mismo afio retornaba a
prados que habian utilizado, este método tiene escaso valor. Otros métodos,
como el pastoreo por franjas estrechas de terreno. Para ello se utilizan vallas
que van desplazdndose cada pocos dias, a medida que movemos a los
animales a lo largo del terreno. Este método puede ser muy efectivo para
prevenir las tricostrongilidosis, pero resulta muy laborioso y las vallas
resultan muy caras, por lo que se realiza muy poco en la practica (Urquhart
y cols., 1996; Georgi y Georgi, 1990).

2.9.3 Conclusion

En cualquier caso, es evidente que el proposito de cualquier
programa profilactico debe buscar un equilibrio entre conseguir limitar el
desarrollo de la infeccion y un nivel econémico aceptable de gastos (Kassai,
1999).

El empleo cada vez mas frecuente de los antiparasitarios, ademas de
que habitualmente se tratan todos los animales del rebafio, lo que
incrementa los costes, favorecen el desarrollo de resistencias. Cada vez se
tiende mas al empleo de los endectodicidas, porque con un tnico
tratamiento estas actuando frente a ecto- y endoparasitos. Sin embargo, no
siempre coincide el momento idéneo de administracion del farmaco, lo que
obliga a duplicar la administracién del antiparasitario, lo que favorece el
desarrollo de resistencias. El tratamiento de todo el rebafio, asi como la
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aparicion de parasitos resistentes a muchos principios activos suponen
importantes pérdidas al sector ganadero. Algunos productores, y muchos
consumidores, son reticentes a un empleo masivo de los antiparasitarios, y
prefieren producir productos més ecolégicos. En general, otras opciones
disponibles son la rotacion de pastos, pero son complejos, y no siempre se
consigue asi optimizar el uso de los mismos. Otra posibilidad que se esta
ensayando es el empleo de agentes nematofagos, con algunos resultados
prometedores (Gronvold et al., 1993; Larsen et al., 1997). La deteccion de
animales resistentes o susceptibles en los rebaiios se convierte en una
alternativa interesante para evitar este abuso de antiparasitarios y para
disminuir los costes de produccion (Gasbarre et al., 2001).

2.10 INMUNOBIOLOGIA DE LAS TRICHOSTRONGYLOIDOSIS
EN LOS RUMIANTES

2.10.1 Introduccion

Los nematodos gastrointestinales provocan en el hospedador una
respuesta inmune frente a los diferentes estadios parasitarios. Sin embargo
el desarrollo de esta respuesta es lenta, especialmente cuando se trata de
Haemonchus spp. y Ostertagia spp. (Gasbarre, 1997a; Gasbarre y cols.,
2001). No se conocen bien los mecanismos por medio de los. cuales los
bévidos obtienen una inmunidad protectora (Miller, 1984). Parte de esta
resistencia se debe a mecanismos especificos a antigenos, existiendo una
compleja interaccion de inmunidad celular y humoral (Miller, 1984; Befus,
1986). No esta claro el papel de los anticuerpos en la resistencia a los
nematodos pero se utilizan frecuentemente para evaluar el contacto con 0.
ostertagi (Kloosterman y cols., 1985; Frankena, 1987; Ploeger y cols.,
1990a). La resistencia a los nematodos gastrointestinales requiere también
de respuestas inespecificas (Miller, 1984).

Trabajos histopatologicos de rechazo parasitario, asi como ensayos
dirigidos a bloquear la respuesta de eliminacion parasitaria, han mostrado la
importancia de la inmunidad mediada por células en las infecciones
parasitarias. Asi, la administracién de dexametasona a ovinos inmunes
revoca el rechazo a L3 de T. colubriformis y H. contortus (Adams, 1988;
Jackson y cols., 1988; Newlands y cols., 1990) y favorece la supervivencia
de adultos transferidos quirirgicamente (Emery y cols., 1992b).

Otro aspecto importante en el estudio de la inmunidad que
desarrollan los rumiantes frente a los tricostrongilidos, es la respuesta
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inmune humoral. Es posible que los diferentes patrones de antigenos
superficiales detectados en diferentes nematodos gastrointestinales
estimulen diferentes respuestas inmunitarias durante las infecciones. Estos
cambios se pueden reflejar en adaptaciones de la superficie del nematodo
durante las fases del ciclo en-el hospedador y en el exterior. Asi, por
ejemplo, la maduracion de L3 a L4 tiene lugar en diferentes localizaciones
en Ostertagia y en Trichostrongylus, lo que se traduce en diferencias
fisiologicas y diferencias estructurales. Ademds, posiblemente las
diferencias antigénicas entre los diferentes nematodos gastrointestinales,
también pueden ayudar a evadir la respuesta inmune (Wedrychowicz y
cols., 1994).

A medida que disponemos de anticuerpos monoclonales en
rumiantes, que permiten caracterizar poblaciones celulares y detectar sus
productos, la posibilidad de utilizar antigenos parasitarios recombinantes
para diversos ensayos y las mejoras en los métodos de cultivo,
diferenciacion y clonacion in vitro de los linfocitos y células no linfoides en
rumiantes, permitirin un mayor conocimientos de los fenémenos que
desencadenan la respuesta inmunitaria del rumiante frente a las nematodosis
gastrointestinales (McClure y Emery, 1994).

2.10.2 Factores que modulan la respuesta inmune

La respuesta inmune parece estar influenciada por un gran nimero
de factores relacionados tanto con el hospedador, el parasito y el medio en
el que tiene lugar la asociacion parasitaria. Entre dichos factores podriamos
destacar las especies y cantidades de parasitos adquiridos asi como la edad,
sexo, estado hormonal y nutricional y especies de hospedadores (McClure y
Emery, 1994; Vercruysse y Claerebout, 1997), también podrian intervenir
factores como el clima, medidas de manejo y de control (Vercruysse y
Claerebout, 1997). Practicamente todos estos elementos asi como los
efectos negativos que pueden tener otras enfermedades estan demostrados
por diversos autores en pequefios rumiantes (Smith y cols., 1985a; Stear y
Murray, 1994; Coop y cols., 1995; Wallace y cols., 1996). Menor es la
informacion recopilada en estos aspectos en bovinos (Michel y cols., 1979;
Gasbarre y cols., 1993b).

2.10.2.1 Inmunidad calostral

En neonatos lactantes, la leche proporciona pasivamente inmunidad
maternal. Es importante para la proteccion frente a enfermedades, para
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. Do 2,

estimular en el neonato su propia inmunidad y para la respuesta a la
vacunacién del recién nacido. Los isotipos de inmunoglobulinas G
(especialmente la Gy ), IgA e IgM estan presentes en la leche, predominado
el isotipo IgG en el calostro (Lascelles y cols., 1986). Sin embargo, con la
llegada de reactivos para detectar los niveles de IgE bovina, se ha
demostrado una transferencia calostral efectiva de esta inmunoglobulina en
terneros (Thatcher y Gershwin, 1989). La proteccion del neonato por el
calostro puede ser también ayudada por reacciones inducidas por las células
linfoides maternales que son absorbidos intercelularmente desde el tracto
digestivo del mneonato y transportados hasta los ganglios linfaticos
mesentéricos (Sheldrake y Husband, 1985). Asi, terneros alimentados con
calostro completo muestran mayor capacidad bacteriana frente a
Escherichia coli y titulos de anticuerpos especificos mas altos que terneros
alimentados con calostro depleccionado en células (Riedel-Caspari y
Schmidth, 1987). En terneros, la inmunidad maternal puede promover,
probablemente via complejos antigeno / IgGi, la respuesta inmune local y
sistémica a antigenos de la dieta (Porter y cols., 1987). Sin embargo, en
otro estudio, la capacidad de vacunar corderos con I. colubriformis
irradiados no se afectd por la inmunidad calostral de las ovejas (Dineen y
cols., 1978).

2.10.2.2 Edad

La edad es un factor muy importante en el desarrollo de la
inmunidad en los rumiantes. Muchos autores han desarrollado trabajos que
lo demuestran. Asi, por ejemplo, la inmunidad frente a H. contortus varia en
funcién de la edad del hospedador (Knight y Redgers, 1974; Barger,
1988; Gibson y Parfitt, 1972). La inmunidad protectora frente a
Nematodirus y Cooperia se alcanza con un afio de edad, sin embargo, frente
a Ostertagia y Trichostrongylus sélo la obtienen los bovinos adultos
(Armour, 1989).

Dado que una inmunidad sélida en general tarda al menos 4 a 6
meses en desarrollarse, no es sorprendente que los jovenes sean altamente
susceptibles a las helmintiasis, y sean mas dificiles de inmunizar con
vacunas a base de L3 irradiadas que ovinos de mis edad (Smith y Angus,
1980). En corderos infectados con L3 de Haemonchus contortus los
linfocitos sanguineos reactivos a antigeno no se han detectado en animales
de menos de 4 meses de edad (Lloyd y Soulsby, 1987), pero si aparecen en
corderos de més de 4 meses al ser infectados. En principio, en todos los
ensayos en corderos y animales adultos, la presencia y magnitud de la
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respuesta proliferativa de los linfocitos no presagia una inmunidad
protectora (Lloyd y Soulsby, 1987; Shubber y cols., 1984; Berezhko y
cols., 1987; Riffkin y Yong, 1984), aunque la complejidad de respuestas a
extractos antigénicos utilizados requieren la reevaluacion con antigenos
purificados.

Tal vez exista una resistencia inherente a la edad e independiente de
exposiciones previas (Sutherland y cols., 1999). Otros aspectos como la
cantidad de huevos liberados en las heces en ovinos parasitados con
nematodos gastrointestinales también se ven condicionados por este factor
(Douch y Morum, 1993).

2.10.2.3 Especies y razas de hospedadores. Inmunidad innata.

Existen diferencias sustanciales entre individuos y razas en la
expresion de inmunidad a los helmintos (Lloyd y Solsby, 1987). En
inoculaciones experimentales de 7. circumcincta en ovinos Scottish
Blackface se han detectado diferencias significativas entre ovejas en las
respuestas de IgGl e IgA frente a distintos preparados antigénicos
procedentes de fases larvarias de T. circumcincta al evaluarlos con sendos
test de ELISA, incluso tratiandose de animales del mismo sexo, raza y edad,
nacidas en la misma granja y sufriendo la misma historia de exposicion
parasitaria (Sinski y cols., 1995a). Esto puede demostrar la existencia de
diferencias genéticas que reflejan la influencia del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) sobre la especificidad de la respuesta a
anticuerpos (Kennedy, 1989). Estas diferencias también se detectan en los
recuentos fecales de huevos (Abbett y cols., 1984).

Gasbarre y cols., 2001, desarrollaron un trabajo muy interesante en
este sentido en bovinos parasitados por O. ostertagi. Parten de la premisa de
que los recuentos fecales de huevos es un rasgo que se conserva de
generacion en generacion (Leighton y cols., 1989), con una heredabilidad
de 0.3 (Gasbarre y cols., 1990). Esta heredabilidad es similar a la
encontrada en animales procedentes de Australia (Stear y cols., 1984), y un
poco mayor que la detectada en Europa (Klooterman y cols., 1992), Africa
(Zinssatag y cols., 2000) y Sudamérica (Suarez y cols., 1995). Los
recuentos de huevos en bovinos infectados por O. ostertagi, no siguen una
distribucién “normal”; y un pequefio porcentaje del rebafio es responsable
de la mayor parte de la transmision parasitaria (Gasbarre y cols., 1990).
Esta diseminacion de huevos por parte de algunos individuos de un rebafio,
fue descrita por vez primera por Crofton, 1971a; 1971b. También se ha
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descrito en otras poblaciones bovinas (Genchi y cols., 1989). La mayoria de
los individuos tiene valores de recuentos de huevos en heces bajos, solo un
pequefio porcentaje (15-25%) tiene altos recuentos de huevos fecales
(Anderson y May, 1985; Genchi y cols., 1989). Este patron sugiere que un
manejo genético de este porcentaje del rebafio podria reducir
considerablemente la transmision parasitaria (Gasbarre y cols., 2001).

En relacion a la resistencia innata a los nematodos gastrointestinales
se desarrolla de la misma forma independientemente de la especie
implicada. Asi en un trabajo llevado a cabo por Schimdt y cols., 1998, no
encontraron diferencias en la diversidad de parésitos en diferentes grupos de
Aberdeen Angus, concluyendo que el hospedador tenia escasa importancia
en la diversidad parasitaria. Esto implica que la resistencia a los diferentes
géneros parasitarios es similar y que un individuo resistente a un parasito, lo
sera a todos los nematodos gastrointestinales. Sin embargo estas
conclusiones chocan con las recogidas por Gasbarre y cols., 2001, quienes
describen correlaciones entre el mimero de adultos de Cooperia spp. y
Ostertagia ostertagi en el primer mes de pastoreo. Sin embargo, tras 4-5
meses de ocupar los pastos, no habia correlacion entre estos parasitos en
animales individuales. Esta falta de correlacion indica que la inmunidad a
los dos parasitos no es la misma en cada animal, y que por tanto pueden
existir diferentes mecanismos en la resistencia a diferentes especies
parasitarias

2.10.2.4 Estado hormonal

Destacar que en determinados estados fisiolégicos que van
acompafiados de cambios hormonales, se produce una mayor susceptibilidad
a infecciones por nematodos o bien un incremento en la eliminacién de
huevos. Dado que esto no va acompafiado de cambios en parametros que
examinan la respuesta inmune (produccién de linfoblastos, titulos de
inmunoglobulinas...) (Smith y cols., 1983a) se deduce un efecto directo de
estos cambios hormonales. Uno de estos momentos més caracteristico en los
rumiantes es la lactacién (O’Sullivan y Donald, 1973) y el incremento en
huevos durante el periparto (O"Sullivan y Donald, 1970;Armour, 1989;
Kloosterman y cols., 1991).

2.10.2.5 Estado nutricional

En el desarrollo de la inmunidad existe un componente nutricional.
Tras la infusion de suplementos de proteinas en el abomaso, durante la
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inmunizaciéon de corderos frente a H. contortus, aumentan los niveles de
inmunidad adquirida (Smith, 1991) y corderos alimentados con proteina
pero no suplementados con energia, alcanzan mas ripidamente inmunidad a
H. contortus (Brown, MD y cols., 1991). El estado nutricional también
condiciona la cantidad de huevos que los nematodos pueden liberar con las
heces (Coop y Holmes, 1996).

2.10.2.6 Efecto de la quimioprofilaxis en la respuesta inmunitaria

En los bovinos, uno de los principales factores a los que se atribuyen
la falta de inmunidad en adultos, es el exceso de medidas de control, tanto
por el uso de antihelminticos como por la rotacion de pastos en la primera
estacién de pastoreo (Ploeger y cols., 1990a). El objetivo del tratamiento es
limitar la liberacién de huevos al pasto al principio de la estacion de
pastoreo, con el propdsito de limitar el nimero de larvas al final de la
estacion. El tratamiento es en ocasiones tan eficaz que consigue plenamente
el objetivo. El problema que se deriva de esto, es que el ntimero de larvas es
tan pequefio que no estimulan la respuesta inmunitaria (Vercruysse y cols.,
1994). De hecho, en diversos trabajos, las vacas tratadas de este modo
muestran unos recuentos de huevos mayores y mas cantidad de vermes
adultos en abomaso después de una exposicion, que aquellas vacas que no
han sido tratadas previamente (Herber y Probert, 1987; Jacobs y cols.,
1987; Vercruysse y cols., 1992). En la mayoria de estos experimentos se
expusieron los animales a importantes infecciones experimentales. Si
evaluamos la resistencia obtenida por los terneros frente a infecciones
naturales, el efecto de los tratamientos previos en el numero de huevos y
recuento de adultos es mds bien poco relevante (Borgsteede y
Kloosterman, 1985; Armour y cols., 1988; Jacobs y cols., 1989; Downey
y cols., 1993; Fisher y Jacobs, 1995; Taylor y cols., 1995; Kerboeuf y
cols., 1996). De todo ello se desprende que el efecto de la quimioprofilaxis
sobre la inmunidad adquirida frente a los nematodos gastrointestinales
depende entre otras cosas de la eficacia del sistema de control (Armour,
1989), y del espectro de actividad del antihelmintico (Vercruysse y cols.,
1992; Taylor y cols., 1995), considerando que este efecto sélo se encuentra
en animales expuestos a altas dosis infectantes (Ploeger y cols., 1990a).

2.10.2.7 Inmunopatogenicidad de diferentes aislados de T

circumcincta.

Es posible que la existencia de diferentes genotipos parasitarios
seleccionados por resistencia a firmacos tengan diferentes comportamientos
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en patogenicidad e inmunogenicidad (Barret y cols., 1998). Estudios
previos (Kelly y cols., 1978; Le Jambre y cols., 1982; Mac Lean y cols.,
1987; Martin y cols., 1988; Maingi y cols., 1990) sugieren que cambios en
las caracteristicas fisiologicas de los parésitos pueden asociarse a alelos que
confieren resistencia a los antihelminticos. Kelly y cols., 1978, encontraron
que a mayores tasas de infectividad, mas cambios patologicos, al estudiar el
hematocrito, concentracion de proteinas plasmaticas y hemoglobina, en
ovinos infectados con aislados de H. contortus resistentes a bencimidazoles,
que cuando se emplearon aislados susceptibles de este nematodo. También
encontraron una mayor supervivencia de huevos y formas larvarias en los
pastos, asi como un mayor nimero de formas larvarias desenvainadas en el
fluido ruminal para el aislado resistente a bencimidazoles. Mac Lean y
cols., 1987, demostraron justamente lo contrario al emplear aislados
resistentes y susceptibles a bencimidazoles de T richostrongylus
colubriformis. En este caso se compararon la tasa de establecimiento, la
fecundidad y la patogenicidad. Estudios en pequefios rumiantes sugieren
que diferentes poblaciones parasitarias presentan diferencias significativas
en la inmunidad (Goyal y Wakelin, 1993). Estas diferencias se encuentran
en recuento de vermes, mimero de mastocitos en mucosa, eosinéfilos y
anticuerpos.

Sin embargo en otras ocasiones no se llega a constatar este
fenémeno. Asi Barret y cols., 1998, al realizar un estudio comparando la
patogenicidad de la respuesta inmune en ovinos inoculados con tres aislados
diferentes de T. circumcinta, uno de ellos resistente a bencimidazoles
(Moredum Ovine Resistant Isolate-MORI), otro resistente a bencimidazoles
e ivermectina (Moredum Caprine Resistant Isolate- MCRI) y otro
susceptible a benzimidazoles (Moredum Ovine Susceptible Isolate- MOSI),
précticamente no encontraron diferencias entre estos grupos. Respecto al
pepsindgeno plasmatico, micamente encontraron diferencias significativas
el dia 14 p.i., donde el grupo de ovejas inoculados con MCRI, mostro
concentraciones plasmaticas significativamente menores que los otros dos
grupos (p<0.05), aunque luego dejaron de observarse diferencias
estadisticamente importantes. En los recuentos de huevos en heces, el grupo
inoculado con MORI, se encontré un menor nimero en los dias 7 y 14 de
hacerse patente la infeccion (p<0.05), y posteriormente, a partir del dia 21
fueron similares. Tras desparasitarlos a todos y reinocularlos del mismo
modo, no encontraron diferencias en el numero de mastocitos en la mucosa
ni en el nimero de vermes en abomaso. En este caso, los distintos genotipos
estudiados no evidenciaron diferencia en las respuestas.
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2.10.2.8 Nichos tisulares de larvas y adultos

Todos los parasitos gastrointestinales importantes en rumiantes
pertenecen al orden Strongylida, y en su mayoria se clasifican dentro de la
familia Trichostrongyloidea (Soulsby, 1982; Mehlhorn y Walldorf, 1988).
A pesar de la proximidad filogenética, y de las miltiples similitudes
morfologicas, existen importantes diferencias en las fases del ciclo
parasitario entre diferentes especies, lo que afecta a la inmunidad e
inmunopatologia que las distintas especies pueden generar. Estas diferencias
son especialmente importantes en los nichos ecolégicos dentro de cada
hospedador, sobre todo en las larvas, y también se debe considerar los
habitos alimentarios de los adultos. Los diferentes nichos ecolégicos
condicionan que puedan existir distintas susceptibilidades de los diferentes
estadios a los mecanismos de control de los parasitos. Por esto, un
mecanismo que resulta eficaz y que provoca resistencia frente a un parésito,
no tiene porque ser valido para otra especie parasitaria, ni tan siquiera para
otra fase del ciclo del mismo parésito. Por esto es muy importante conocer
detalladamente el ciclo biologico del nematodo para comprender que
mecanismos inmunes seran probablemente los mas relevantes para uno o un
grupo de nematodos. En general, suelen existir unas fases larvarias que se
desarrollan en los tejidos y los adultos generalmente se encuentran en el
lumen gastrointestinal o en el epitelio de la mucosa (Balic y cols., 2000).

La larva infestante de los tricostrongilidos son las L3, y estan
envainadas. Una vez que es ingerida por el hospedador, se desenvaina en el
tracto digestivo, generalmente en situacién anterior a la localizacion final
como adulto. Asi, por ejemplo, tanto las L3 de Haemonchus contortus como
de Trichostrongylus axei, se desenvainan en el rumen y sus adultos se
encuentran en el abomaso. Sin embargo, I. colubriformis, su larva se
desenvaina en el abomaso y se aloja como adulto en el intestino delgado.
Una vez desenvainada la L3 de los tricostrongilidos llega a su nicho
ecologico tisular. Alli se desarrolla y muda a L4, lo que normalmente dura
de 24-96 horas post-infeccion. En funcion de la especie de la que se trate se
producira la muda final a L5 o adulto inmaduro en 8-16 dias después de la
infeccion (Balic y cols., 2000),

Cuando existen infecciones combinadas (L3 de T. colubriformis, T.
circumcincta, H. contortus y N. spathiger) en ovinos inmunizados frente a
Haemonchus contortus, todos los parésitos pueden ser eliminados; mientras
que en ovinos inmunes a 7. colubriformis, los nematodos abomasales no son
rechazados (Gordon, 1968; Dineen y cols., 1977). Esto parece indicar por
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tanto que la eliminacion del parasito tiene lugar distalmente al lugar donde
se van a ubicar, pero no proximalmente, y lo que constataria de un
reconocimiento especifico del antigeno parasitario y una fase efectora no-
especifica (Dineen y cols., 1977)

Aunque el desarrollo de L3 hasta adulto es similar en todas las
especies, lo cierto es que existen diferencias en los nichos ocupados por las
larvas infestantes. Todas las larvas invaden los tejidos, lo que indica que
existen factores esenciales en ellos y por ende son imprescindibles para el
desarrollo del parasito en el hospedador (Balic'y cols., 2000).

Los parasitos han desarrollado una serie de estrategias de evasion de
la respuesta inmune para escapar O rechazar la respuesta efectora
inmunitaria. Estos mecanismos de los parasitos varian por supuesto en
funcién del nicho en las diferentes especies. Algunas larvas tratan de evadir
la respuesta inmune ocupando areas de dificil acceso para los mecanismos
efectores del hospedador parasitado. Por ejemplo, Teladorsagia
circumcincta y Ostertagia ostertagi ocupan las fosas de las glandulas
gastricas del abomaso antes de emerger como adultos jovenes. Otros, como
Haemonchus contortus, que también habitan los fondos de las glandulas
gastricas abomasales, no distienden las glandulas y las L4 se encuentran en
la superficie de la mucosa gastrica, lo que sugiere que la motilidad larvaria
actiia también como una estrategia de evasion de la respuesta inmune. Otros
como Oesophagostomun spp. tiene tanto mecanismos de aislamiento como
estrategias de motilidad. Las L3 penetran profundamente en la mucosa del
intestino delgado y desarrolla una membrana quistica antes de emerger al
lumen intestinal como L4 y migrar al intestino grueso para continuar su
desarrollo como adulto. El género Trichostrongylus spp., (por ejemplo T.
colubriformis), invade el intestino delgado, donde se localiza
intraepitelialmente como L3, sin atravesar la capa epitelial. Mientras, los
adultos se encuentran fuertemente asociados a la superficie de las capas de
moco (Balic y cols., 2000).

La nutricion de los parésitos también es un factor importante. En el
caso de H. contortus, es el iinico en emplear una lanceta bucal para aferrarse
a la mucosa abomasal con el proposito de alimentase de la sangre del
hospedador. Esto puede justificar algunas de las propiedades
inmunomoduladoras atribuidas principalmente a adultos de H. contortus
(Behnke, 1987).
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2.10.3 Modelo de respuesta inmunitaria a nematodes
gastrointestinales en roedores. Su extrapolacion a los rumiantes

Muchos nematodos gastrointestinales de los roedores realizan
migraciones tisulares en su ciclo bioldgico, cosa que no sucede en las
tricostrongilidosis de los rumiantes. Por esto, a la hora de extrapolar los
mecanismos que confieren inmunidad a los roedores para los rumiantes se
debe ser cauto. Asi mismo en los rumiantes, la inmunidad adquirida de
forma natural es predominantemente una inmunidad mucosal entérica
(McClure y Emery, 1994).

Se han desarrollado ensayos in vivo en roedores con anticuerpos
monoclonales para definir los requerimientos necesarios para inducir la
inmunologia parasitaria. Por ejemplo, la eosinofilia inducida por las
helmintiasis puede ser revocada especificamente con anticuerpos
monoclonales para IL-5 (Korenaga y cols., 1991a; Sher y cols., 1990;
Urban y cols., 1991; Coffman y cols., 1989) sin afectar el desarrollo de
inmunidad protectora a Nippostrongylus braziliensis, Schistosoma mansoni,
Heligmosomoides polygyrus, o Strongyloides venezuelensis en raton
(Korenaga y cols., 1991a; Sher y cols., 1990; Urban y cols., 1991). La
administracion de anticuerpos monoclonales especificos para la IL-2 o IL-5
no tiene efecto sobre la mastocitosis inducida por helmintos en el intestino
murino, mientras que los anticuerpos monoclonales contra IL-3 e IL-4
provocan su reduccion (Madden y cols., 1991). A pesar de reducir la
mastocitosis, Nippostrongylus es rechazado normalmente. En contraste, la
inmunidad contra una infeccion experimental con H. polygirus, un
nematodo completamente entérico similar a Ostertagia, Trichostrongylus, y
a otros muchos helmimtos de rumiantes, la inoculaciébn de anticuerpos
monoclonales contra IL4 reduce entre un 30% (IL-4plus) o un 90% (IL-4R)
la inmunidad (Urban y cols., 1991). Anticuerpos monoclonales contra IL-4
(BSF-1) suprime especificamente la respuesta de IgE y afecta la inmunidad
protectora frente a Schistosoma o Nippostrongylus (Sher y cols., 1990;
Madden y cols., 1991; Finkelman y cols., 1986) mientras que la
administracion de anticuerpos monoclonales contra IgE no tiene efectos
sobre la inmunidad a Strongyloides ratti en raton (Korenaga y cols.,
1991b). Sin embargo, anticuerpos monoclonales contra IFN-y reduce la
proteccion contra las migraciones de Schistosoma (Korenaga y cols.,
1991a) y la administracién de un suero anti-eosinofilos a cobayas reduce la
proteccion frente 7. colubriformis (Gleich y cols., 1979). Estos estudios
demuestran que los mecanismos efectores para el rechazo del parasito son
muy complejos y mas dificiles de perturbar con reactivos especificos de lo
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que se pensaba, y que la relacion parésito-hospedador debe ser considerada
para extrapolar los resultados relevantes entre distintos tipos de
hospedadores como roedores y rumiantes.

2.10.4 Respuesta efectora del tracto gastrointestinal a las
tricostrongilidosis digestivas de los rumiantes. Manifestaciones

de la resistencia

No se ha descrito un Gnico mecanismo efector capaz por si mismo de
desarrollar la inmunidad protectora. Lo que si parece claro es que no todos
los nematodos gastrointestinales desarrollan una misma respuesta
inmunitaria. En general, tras varios meses de pastoreo la mayoria de los
animales del rebafio alcanzan una inmunidad suficiente frente a la mayor
parte de los nematodos gastrointestinales. Esta inmunidad se manifiesta
porque conduce claramente a una menor capacidad de establecimiento de
los parasitos en el animal. Algunos parésitos como Dictyocaulus viviparus y
Oesophagostomum  radiatum  son capaces de provocar respuestas
inmunitarias rapidas y fuertes. Incluso si solo se exponen previamente los
b6vidos al antigeno se consigue una importante reduccidn en el nimero de
parasitos que logran asentarse (Rubin y Lucker, 1956; Weber y Lucker,
1959; Gasbarre y Canals, 1989). Otros parasitos como Cooperia spp. ¥y
Haemonchus placei, requieren un mayor periodo de exposicion antes de que
se observe un alto nivel de inmunidad. Pero incluso con estos parasitos, en
las vacas, se reduce significativamente la cantidad de larvas que son capaces
de asentarse al final de la primera estacién de pastoreo (Gasbarre y cols.,
2001). La respuesta inmune que desarrollan los bovinos frente a O. ostertagi
es débil y lenta en aparecer. Son necesarios varios meses de exposicién
continua para conseguir una disminucién del nimero de vermes (Michel,
1963,1970; Michel y col, 1973), a pesar de que la disminucion en el numero
de huevos liberados (Michel, 1963; Gasbarre y cols., 2001) y la aparicion
de cambios en Ia morfologia del parasito (Michel et al, 1972; Gasbarre y
cols., 2001) aparecen rapidamente en infecciones primarias. En general, la
inmunidad frente a Ostertagia ostertagi no suele ser evidente hasta que el
animal tiene al menos dos afios de edad (Gasbarre y cols., 2001). A pesar
de esta falta de mecanismos inmunitarios efectores en los primeros dos afios
de exposicién al nematodo, si existe una inmunoestimulacion, que provoca
un retraso en el desarrollo del parasito, una inhibicion cada vez mas
evidente en el desarrollo de las larvas y la mayor dificultad que el
hospedador opone a la adquisicion de nuevos parasitos, en definitiva, como
resultado, mayor dificultad para la transmision al resto del rebaiio
(Gasbarre y cols., 2001).
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Los mecanismos de inmunidad adquirida que confieren a los
rumiantes proteccion frente a los nematodos gastrointestinales, como se
comentaba anteriormente, aun hoy no son bien conocidos (Lloyd y Soulsby,
1987; Rothwell, 1989; Miller, 1984). Miller, 1993, describi6é dos patrones
de expulsion de nematodos. Por una parte, la expulsion espontinea en
infecciones primarias, y por otro lado la rapida expulsion de las larvas en
hospedadores ya inmunizados. La primera forma de expulsion es
infrecuente, y de producirse tUnicamente afecta a las fases de adulto del
parasito. El rechazo a las larvas infectantes en animales expuestos por
primera vez, puede suceder en un periodo de horas a semanas, lo que
sugiere que operan diferentes niveles o mecanismos de inmunidad (Balic y
cols., 2000).

Independientemente de la especie parasitaria implicada existen
cuatro elementos comunes en la adquisicion de inmunidad frente a
nematodos:

(1) Rechazo al ingreso de nuevas L3

(2) Retraso del desarrollo larvario (L3 o L4,
arrestadas o en hipobiosis)

(3) Disminucién de la fecundidad (disminucién en el
numero de huevos liberados por hembras adultas,
posiblemente también afecte a los machos)

(4) Expulsion de vermes adultos.

De dicha manifestacion se desarrolla secuencialmente en el tiempo,
siendo el grado dependiente de la especie parasita, nimero de L3 ingeridas,
sexo, edad, especie y raza de hospedador (McClure y Emery, 1994).

Vercruysse y Claerebout, 1997, tienen un planteamiento similar en
lo que concierne al desarrollo de inmunidad frente a tricostrongilidos
gastrointestinales bovinos, aunque varia un poco la secuencia de eventos.
Para estos autores, primero se produce una disminucion de la fecundidad,
seguida por una limitacién del crecimiento de los vermes. Luego un retraso
y secuestro del desarrollo larvario para terminar con la expulsion del adulto
y el establecimiento de una resistencia al desarrollo de nuevas infecciones
en el hospedador inmune.

Todos estos mecanismos no son siempre faciles de detectar ni se
explican uniformemente, pero en general se puede considerar estos
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mecanismos y esta tltima secuencia como la norma segiun Michel y cols.,
1973.

2.10.4.1 Manifestacion de resistencia frente a parasitos adultos

La inmunidad frente a estados adultos de mnematodos
gastrointestinales en rumiantes se manifiesta por la expulsion de la
poblacién adulta, cambios en la morfologia de los nematodos y la reduccion
de la fecundidad de las hembras (Balic y cols., 2000).

2.10.4.1.1 Expulsion de los nematodos adultos durante la infeccion
a) Expulsion primaria de nematodos adultos.

Mientras que la expulsién de los nematodos gastrointestinales en
infecciones primarias sucede rdpidamente en los modelos murinos, la
expulsion de los vermes adultos en las infecciones primarias
gastrointestinales en los rumiantes es poco frecuente, al igual que en la
mayoria de los animales superiores, incluyendo al hombre (Behnke y cols.,
1992). Como excepcidn, esta el género Nematodirus spp., asi en ovejas
parasitadas con N. battus su expulsion es dependiente de la dosis infectante.
Ovejas infectadas con 60000 L3, son capaces de eliminar los vermes adultos
en 24-28 dias post-inoculacion. Por el contrario si reciben 20000 L3, los
adultos se mantienen al menos hasta 72 dias post-inoculacion (Lee y
Martin, 1976). Otros trabajos mas recientes (Winter y cols., 1997)
confirman que la mayoria de los adultos de N. battus de una infeccion
primaria con 50000 L3 son rechazados entre los dias 18-21. Sin embargo,
queda un remanente del 20% de la poblacién original hasta el dia 33 p.i..
Estos datos parecen indicar que los mecanismos de resistencia no son
totalmente efectivos y requieren de un umbral de estimulacion para ser
completamente activados (Balic y cols., 2000).

b) Expulsion de los nematodos adultos como resultado de una
infeccion repetida

La expulsion de nematodos adultos es el resultado de la inmunidad
adquirida como consecuencia de exposiciones repetidas, y es comun a
muchos nematodos gastrointestinales. Se ha detectado en ovinos parasitados
con H. contortus (Barger y cols., 1985), O. leptospicularis (Hertzberg y
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cols., 1995), T. circumcincta (Seaton y cols., 1989b), T. vitrinus (Seaton y
cols., 1989a), T. colubriformis (Barnes y Dobson, 1990b) y en bovinos
continuamente expuestos a L3 de O. ostertagi (Michel, 1963).

La pérdida de adultos a veces es dependiente del nivel de L3
ingeridas, como sucede con H. contortus y T. colubriformis (Barger y cols.,
1985; Barnes y Dobson, 1990b). En el caso de H confortus la expulsion
s6lo sucede si son infectados con dosis semanales de 2400 a 4800 L3, pero
no si las dosis son de 600-1200 L3 semanales (Barger y cols., 1985). En el
caso de T. colubriformis también se retrasa hasta 5 semanas la expulsion de
los adultos si las ovejas estan infectadas con tan sélo 200 L3 semanales, si
lo comparamos con lo que sucede al estar expuestas a 600, 1000 6 2000 L3
semanales (Barnes y Dobson, 1990b). Estos trabajos muestran que la
expulsién esti en funcién de la carga parasitaria, pero no diferencian si la
pérdida de nematodos adultos es una consecuencia del desarrollo de
mecanismos inmunitarios efectores especificos de adultos. La expulsion de
los vermes adultos debido a mecanismos inmunitarios desencadenados por
las fases larvarias se ha demostrado en rumiantes. En algunos casos, la
respuesta de hipersensibilidad inmediata de las ovejas frente a las larvas,
afectan, de forma inespecifica, a la poblacion parasitaria adulta (Miller,
1984; Rothwell, 1989). Ademis, estos mecanismos de expulsion
inespecificos de los adultos, favorecen la expulsion de otros nematodos que
habiten en el mismo ambiente. Sin embargo, existen evidencias que
sostienen la idea de que la expulsion de nematodos adultos puede ocurrir
como consecuencia del desarrollo de la inmunidad adquirida especifica a los
adultos, independientemente del desarrollo de resistencias a larvas
establecidas. Dos son los aspectos que apoyan esta teoria:

(1) La observacion de que la expulsion de los nematodos adultos en
los rumiantes se desarrolla con un rango diferente a otras manifestaciones
de inmunidad en animales continuamente infectados.

(2) En diversos experimentos, se ha evidenciado el desarrollo de
inmunidad frente a nematodos adultos en ausencia de infecciones larvarias
(Balic y cols., 2000).

¢) Diferentes rangos de expulsion de larvas y adultos
En ovinos infectados continuamente con L3 de 7. vitrinus, se

establece mas rapidamente la resistencia al establecimiento y por tanto la
expulsion de las L3 que de los adultos (Seaton y cols., 1989a). Igual pasa
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con T. colubriformis (Barnes y Dobson, 1990a) y con H. contortus (Barger
y cols., 1985)

En contraste, la expulsion de adultos de O. ostertagi ocurre antes del
establecimiento de resistencia a las larvas, si las vacas estan infectandose
constantemente (Michel, 1963). En ovejas infectadas continuamente con 7.
circumcincta, la expulsién de los adultos tiene lugar conjuntamente con el
desarrollo de inmunidad frente a las L3 (Seaton y cols., 1989b). Estos
estudios muestran que la expulsion de los adultos es independiente al
desarrollo de resistencia a las L3 establecidas (Balic y cols., 2000).

d) Resistencia generada especificamente frente a nematodos
gastrointestinales adultos

Existen evidencias directas del desarrollo de resistencia especifica
frente a adultos en ausencia de inmunidad larvaria. Emery, y cols., 1992a,
transplantaron quirirgicamente adultos de T. colubriformis en ovinos. La
ovejas, tras 5 infecciones de 30000 L3 de T. colubriformis y después de
tratarlas con antihelminticos, fueron altamente resistentes al parasitismo por
adultos de T. colubriformis transplantados quirirgicamente. La resistencia
se juzgd al valorar la reduccién del nimero de adultos en animales
inmunizados y controles, tras un examen los dias 10 y 21 posteriores al
transplante. En comparacién a los nematodos del grupo control, en los
animales previamente inmunizados no se observaron huevos en las hembras
obtenidas el dia 21 post-transplante, ademas se evidenciaron rupturas y
dafios en su cuticula. Este experimento confirma que los adultos pueden ser
dafiados y expulsados como resultado de inmunidad adquirida
independientemente de la presencia de estadios larvarios.

En contraste, si las ovejas se inmunizan con 4 infecciones seguidas
con 100000 L3, interrumpidas cada 7-10 dias con farmacos, entonces son
capaces de expulsar 30000 L3 en los primeros dias de exposicion, pero s6lo
fueron capaces de expulsar hacia el dia 21 el 50% de los adultos
implantados quirargicamente. Del mismo modo ovinos inmunizados por
implantacién quirGrgica con 9000 adultos de T. colubriformis durante 14
semanas, después de someterse a un tratamiento antihelmintico y
reinfectarse con 30000 L3, se aprecia que las larvas no son rechazadas hasta
los 7-10 dias p.i. lo que sugiere que la inmunidad generada por los adultos
es especifica de esta fase. Esta experiencia muestra que efectivamente
pueden existir mecanismos inespecificos frente a  nematodos
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gastrointestinales, pero que también existen mecanismos especificos de
expulsién tras exposiciones prolongadas (Emery y cols., 1992).

2.10.4.1.2. Cambios en la morfologia

Es caracteristica la deteccion de cambios en la morfologia de los
nematodos gastrointestinales de los rumiantes, como resultado de la
resistencia a los mismos. Es el caso de la disminucion de tamafio de los
nematodos adultos y la falta de la aleta de la vulva en las hembras adultas.
Estos cambios se asocian a una inmunidad adquirida y se ha observado en
ovinos infectados con 7. circumcincta (Smith y cols., 1985b; Seaton y
cols., 1989b; Stear y cols., 1995b), con H. contortus (Coyne y Smith,
1992) y T. colubriformis (Douch, 1988) y en bovidos parasitados con O.
ostertagi, tras multiples infecciones larvarias (Michel, 1969; Michel y cols.,
1972; Gasbarre y cols., 2001). Coyne y Smith, 1992, describieron que
corderos expuestos a 30000 L3 de H. contortus, después de una infeccion
previa con 30000 L3 realizadas tres semanas antes, muestran una menor
carga de nematodos en comparacion con los controles que no habian estado
expuestos previamente, y ademas, de que los vermes recogidos del grupo
inmunizado fueron de menor tamafio. De forma similar, Douch, 1988,
mostr6 una reduccion del tamafio de las hembras de Trichostrongylus spp.
en ovinos alimentados en pastos infectados de nematodos, condicionado por
el tiempo de exposicion y la resistencia del fenotipo de ovino examinado.
Ademsas, las ovejas con menores recuentos fecales de huevos, tenian
hembras significativamente mas grandes que las hembras de vermes
procedentes de ovinos con altos recuentos fecales de huevos. Esto sugiere
que el desarrollo de inmunidad a los nematodos gastrointestinales se puede
manifestar como una reduccion del tamafio de los vermes adultos. Esto esta
en comsonancia con trabajos antiguos como los de Michel, 1969, quien
demostré que en vacas expuestas diariamente a 1000, 2000 6 4000 L3 de O.
ostertagi, se producia una reduccion importante en el tamafio de las hembras
y padecian una reduccién del tamafio de su aleta vulvar, condicionado por el
tiempo de exposicion a la infeccién. Y también con el trabajo desarrollado
por Smith y cols., 1984b quienes encuentran correlaciones negativas
significativas entre titulos de IgA en ganglios linfiticos abomasales y la
longitud de los vermes.

En ovejas infectadas semanalmente con 1000 L3 de 7. circumcincta
se encuentran nematodos adultos significativamente mayores tras 8 semanas
p-i, comparado a los nematodos adultos recogidos a las 4 semanas p.i.
(Seaton y cols., 1989a). Este dato se interpreté como un cambio en la
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poblacién de nematodos adultos con una exposicion continua a larvas y este
menor tamafio se debe al desarrollo de inmunidad por parte del hospedador.
Previamente, el menor tamafio de T. circumcincta se habia asociado a una
respuesta de IgA de ovejas inmunes después de la exposicion (Smith y
cols., 1985b). Més recientemente, Stear y cols., 1995b demostraron que la
longitud de los adultos de T. circumcincta en ovejas expuestas previamente,
" estd determinada por la influencia de la densidad de nematodos y por la
fuerza de la respuesta de IgA local contra el antigeno excretor-secretor dela
4* fase larvaria. Mientras la IgA actud contra la L4 se encontrdé una
‘va'riacic’)n en la longitud de los adultos (38%), y esto no estaba afectado por
"la carga parasitaria, lo que indica que la carga parasitaria no condiciona la
disminucion del tamafio.

En ovinos inmunizados por exposiciones previas con T. circumcincta
u O. ostertagi, se detectan, tras desparasitarlos y exponerlos a una nueva
infeccién experimental con T. circumcincta, un menor tamafio de los
parasitos hembras alojados en el abomaso, un menor nimero de huevos en
el titero y una menor viabilidad de los huevos, si lo comparamos con otro
grupo de ovinos expuestos a la misma carga de L3 de T. circumcincta 'y que
1o estaban inmunizados. Todo esto se relaciona con un estado inmune del
hospedador, sin embargo no se detectan diferencias significativas en el
ntmero de huevos liberados en las heces (Sutherland y cols., 1999). Por su
parte Seaton y cols., 1989b demostraron que la reduccion del tamafio se
produce antes que se instaure una inmunidad esterilizante y Stear y cols.,
1995a que dicho tamafio guarda en el caso de las hembras una fuerte
correlacion con el niimero de huevos presentes en el utero.

7.10.4.1.2. Reduccion en la fecundidad

La disminucién de la fecundidad de los nematodos hembras adultos
se considera consecuencia de infecciones ovinas repetidas de
Trichostrongylus colubriformis (Gibson y Parfitt, 1973; Barnes y Dobson,
1990a; Bisset y cols., 1996), Haemonchus contortus (Dineen y Wagland,
1966) y T. circumcincta (Smith y cols., 1985b; Stear y cols., 1995b), en
cabras infectadas con T. colubriformis (Pomroy y Charleston, 1989a) y en
vacas con O. ostertagi (Michel, 1963).

En un principio se consideraba la reduccién de la fecundidad un
mecanismo de regulaciéon de la poblacion de nematodos gastrointestinales
(Stear y cols., 1997). Los mecanismos que se esconden detras de esta
disminucion de la fecundidad pueden ser resultado de una competicion

41

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Revision bibliografica

dependiente de la densidad parasitaria y / o por la inmunidad adquirida. Si
se requiere de un umbral de carga para la estimulacion de la respuesta
inmune del hospedador, la disminucién de la fecundidad deberia ser efecto
de esta inmunidad adquirida que seria densidad-dependiente. Sin embargo,
existen algunos datos que contradicen esta teoria. Asi Coyne y cols., 1991,
no encontraron cambios en la fecundidad de los nematodos en corderos de
10-12 semanas que pastaban en pastos contaminados por larvas de
Haemonchus contortus, Trichostrongylus spp., Nematodirus spp. y
QOesophagostomun spp., independientemente de la intensidad o duracién de
la infeccion. Ademas no se detectaron cambios en la fecundidad de los
nematodos en corderos inmunizados con 30.000 L3 de H. contortus y luego
expuestos a 30.000 L3 las semanas 3, 9, 12 6 20 después de eliminar la
poblacion de nematodos inmunizantes (Coyne y Smith, 1992). De aqui se
concluye que no hay efecto densidad dependiente sobre la fecundidad de los
nematodos en las especies examinadas. Sin embargo esto no excluye que
puedan haber efectos dependientes de la densidad sobre la fecundidad de
otras especies de nematodos gastrointestinales (Balic y cols., 2000).

Gibson y Parfitt, 1973, observaron que en corderos de 11-16
semanas de edad infectados con 2.000 L3 de 7. colubriformis 5 dias de la
semana y sacrificados a intervalos de 5 semanas, las cargas de nematodos
adultos disminuyeron hacia la semana 20 y esto se acompaii® de una
disminucién de la fecundidad. A las 45 semanas del inicio de la infeccion, la
media de la eliminacion de huevos por hembra era de 3.6 huevos,
comparada con la media de 20.4 huevos en la 5* semana. También se
evidencié la disminucion de la fecundidad con corderos de 20 semanas
inoculados con 200, 600 6 2.000 L3 por dia, durante 5 dias de la semana
(Barnes y Dobson, 1990a). En este caso, la estimacion de la fecundidad en
huevos / hembra / dia fue dependiente de la tasa de infestaciéon. De modo
que las ovejas inoculadas con 200 L3 / dia, mostraron una menor fecundidad
a la 5* semana, mientras que las ovejas inoculadas con 600 y 2.000 L3 por
dia mostraron una menor fecundidad a la 1* y 3* semana respectivamente.

Razas ovinas seleccionadas por bajos recuentos de huevos fecales,
también muestran una reduccion en la fecundidad de Trichostrongylus spp.
a tenor del nimero de huevos en el ttero de las hembras de los nematodos
(Bisset y cols., 1996). Este resultado ilustra que la disminucién de la
fecundidad de Trichostrongylus spp. es una manifestacion de resistencia
adquirida en ovinos y que es dependiente del estado genético del
hospedador asi como de la cantidad de exposicion del hospedador a la
infeccion.
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En pastos para la cria de corderos infectados con dosis de 50.000 L3
de T circumcincta, el nimero de huevos por ttero de hembras se mostrd
directamente correlacionado con el tamafio de las hembras, que a su vez fue
dependiente de la densidad de nematodos y de la actividad de IgA frente a
productos de excrecion secrecion de L4 (Stear y cols., 1995b). Como la
disminucion de tamafio se relaciona con la produccion de IgA frente a
antigenos de L4, los autores sugieren que el desarrollo restringido es una
consecuencia de la inmunidad del hospedador frente a las fases de pre-
adultos mas que un efecto directo sobre los adultos asentados. Sin embargo,
los hallazgos de adultos de T. colubriformis implantados quirirgicamente en
ovinos inmunizados, fueron dafiados y no mostraron de forma visible
huevos (Emery y cols., 1992a), lo que indica que Ia baja fecundidad puede
deberse a mecanismos directos frente a adultos. El menor mimero de huevos
en el Gtero de las T. circumcincta presentes en el abomaso, no se asocia con
una menor presencia en heces, pero si con una menor viabilidad
(Sutherland y cols., 1999). Jorgensen y cols., 1998 correlacionaron la
menor viabilidad de los huevos del parasito al estado inmunitario del
animal. Parece existir una menor viabilidad tras la exposicion previa a O.
ostertagi y a I. circumcincta, por lo que puede haber una menor
contaminacion de los pastos (Sutherland, 1999).

7.10.4.2 Manifestaciones de resistencia a larvas de nematodos
parésitas del tracto gastrointestinal

2.10.4.2.1 Secuestro del desarrollo larvario (hipobiosis)

El secuestro de las larvas o hipobiosis en la mucosa del hospedador

en la fase de L4, es un fenémeno corriente asociado a un incremento de la
resistencia del rumiante y se ha reportado en bovinos parasitados con O.
ostertagi (Michel, 1963), Haemonchus placei (Roberts, 1957) y en ovinos
parasitados con H. contortus (Barger y cols., 1985), T. circumcincta
(Seaton y cols., 1989b), T. colubriformis (Barnes y Dobson, 1993) y T.
vitrinus (Seaton y cols., 1989a).

Sin embargo, la hipobiosis larvaria también estd asociada a cambios
estacionales, a la densidad de nematodos y a la cepa de nematodo (Eysker,
1997). Hay pocos estudios recientes que estudien el mecanismo de secuestro
larvario en rumiantes inmunes, sin embargo, la presencia de L4 inhibidas de
0. ostertagi no parece comprometer el desarrollo de inmunidad
(Claerebout y cols., 1997b). Stear y cols., 1995b encontraron que la
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presencia de L4 de T circumcincta secuestradas en ovejas inmunes estaba
asociado a la produccién de IgA local contra L4 y de IgGl en el mucus
frente a L3.

Un posible papel en el desarrollo del secuestro es la de suministrar
un reservorio para repomer vermes adultos expulsados o viejos. Se ha
observado que cuando la poblacién de adultos es eliminada por los
tratamientos antihelminticos no eficaces frente a este tipo de larvas, los
estados larvarios secuestrados se desarrollan al estado adulto (Dunsmore,
1963; Michel, 1963). Michel, 1963, en un estudio sobre inmunidad
adquirida a O. ostertagi en vacas a las que se les administrd dosis diarias
orales de 1500 L3, concluy6 que el mantenimiento de la carga de nematodos
adultos fue resultado del re-emplazamiento desde un “pool” de larvas
inhibidas méas que por la adquisicion de nuevas larvas. Por lo tanto,
independientemente de la condicién que induce el secuestro durante el
desarrollo, este fenémeno parece estar asociado con la proteccion de los
estadios larvarios en desarrollo frente a ambientes hostiles y sirve para el
mantenimiento de la poblacién adulta de nematodos (Balic, 2000).

Sin embargo, la dosificacién semanal continuada de ovejas con L3
de H. contortus termina provocando el rechazo de los adultos a las 15
semanas de iniciado el experimento, demostrando que el re-emplazamiento
de adultos expulsados desde una reserva del “pool” de larvas en hipobiosis
es insuficiente para mantener una poblacién de nematodos adultos en
animales fuertemente inmunes (Barger y cols., 1985).

Esta situacién es discutida por Michel, 1963, para el caso de O.
ostertagi, quien considera que el desarrollo de resistencia al establecimiento
de las larvas en bovinos inmunes también reduce la disponibilidad del
“pool” de larvas inhibidas capaces de sustituir a los adultos, resultando
eventualmente en la desaparicion de la poblacion de nematodos en animales
inmunizados. En exposiciones naturales de los rumiantes a larvas de
nematodos gastrointestinales, variando la inmunidad entre animales, es
probable que el desarrollo de las larvas secuestradas dentro de hospedadores
inmunes contribuyan significativamente al mantenimiento de la carga de
adultos, y consecuentemente a la diseminacion de la progenie necesaria para
el mantenimiento del parésito en la poblacion. La amplia presentacion de
este fendmeno en diferentes especies de tricostrongilidos sugiere que se
trata de una estrategia de supervivencia afortunada.
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2.10.4.2.2. Fallo de las larvas infectivas para establecerse en un
hospedador

La principal manifestacion de inmunidad adquirida por infecciones
con nematodos gastrointestinales en rumiantes es la reduccion del nmimero
de larvas establecidas en los tejidos y que se desarrollan hasta adultos.
Numerosos estudios sobre la resistencia a las larvas infectantes de los
nematodos han establecido una serie de claves, que incluyen:

(1) La resistencia al establecimiento de las larvas se expresa
mas fuertemente tras miltiples exposiciones larvarias.

(2) La resistencia al establecimiento es dependiente de la
fase evolutiva, tanto en términos de estimulacion de la
inmunidad del hospedador, como en el desarrollo de
mecanismos efectores del hospedador.

(3) La resistencia generada frente a larvas de una especie de
nematodo, es valida en exposiciones homélogas y puede
actuar contra otras especies heterélogas presentes en el
mismo tejido.

(4) La existencia de multiples mecanismos de expulsion que
impiden el establecimiento de las larvas (Balic y cols.,
2000).

a) Se requieren multiples exposiciones larvarias para inducir
resistencia

Los primeros investigadores establecieron que el fallo de las larvas a
la hora de establecer una infeccién se evidenciaba generalmente después de
multiples infecciones larvarias (Laffau y cols., 1981; Adams, 1983).
Trabajos posteriores, utilizando larvas infectantes radiomarcadas con
selenio”, una técnica que no afecta a la viabilidad del nematodo (Georgi y
LeJambre, 1983), concluyeron que las infecciones larvarias multiples
provocan resistencia al establecimiento de 7. vifrinus (Seaton y cols.,
1989a), T. circumcincta (Seaton y cols., 1989b) y H. contortus (Barger y
cols., 1985; Miller, 1983) después de 4 a 8 semanas de exposicion repetida.
La disminucién del establecimiento de 7. colubriformis sucede entre la 7°-
14* semanas de exposicion diaria dependiendo de la dosis de exposicion de
2000 6 200 L3 respectivamente (Barnes y Dobson, 1990b). El menor
establecimiento de las larvas de O. ostertagi tequiere de periodos mas
prolongados (21-35 semanas), tras multiples exposiciones larvarias (Michel,
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1973; Claerebout y cols., 1996), aunque la inmunidad ha sido observada
tras 5 infecciones inmunizantes abreviadas (Almeria y cols., 1998).

La inmunizacién con antigenos de L3 de Trichostrongylus spp.
genera una respuesta inmunitaria que permite el rechazo de las L3 alos 1 6
2 dias de la inoculacién (Emery y cols., 1992a), pero resulta menos efectiva
frente adultos. Esta respuesta, se denomina de “rapido rechazo”, y puede
precipitarse y prevenir el establecimiento de L3 de H. contortus a los 30

minutos de inoculaciéon de las L3 en el abomaso (Jackson y cols., 1988) o

bien eliminar las L3 de T. colubriformis desenvainadas tras 15 minutos en
intestino delgado y a las 4 horas post-inoculacion en el piloro en ovinos
(McClure y Emery, 1994). En otros protocolos de inmunizacién, por el
contrario, ovinos inmunizados con adultos de T. colubriformis eliminan la
mayoria de las larvas a las que han sido expuestos durante la segunda
semana de infeccion (Emery, y cols., 1992b). Del mismo modo se ha
observado la rapida eliminacién de adultos de H. contortus tras la ingestion
de L3 de Haemonchus, a lo que se ha denominado “autocuracion”
(Steward, 1953; Gordon, 1968).

La valoracion de los distintos estados parasitarios para el
establecimiento de inmunidad en vacas fue realizada por Gasbarre, 1988,
tratando a las vacas sin dar tiempo a que las L3 y las L4 llegaran a ser
adultas. Encontré una cantidad significativamente menor de adultos en
terneros después ‘de tres inoculaciones con L3 truncadas a los 9 dias. Esto
sugiere que la mortalidad de las larvas en las glindulas abomasales puede
inducir una fuerte Tespuesta inmunitaria protectora. Sin embargo en otro
trabajo similar realizado por Claerebout y cols., 1996, no se desarrolld
inmunidad en terneros después de 21 semanas de infecciones truncadas en
estado de L3 o L4.

b) Naturaleza especifica de la fase del ciclo en el desarrollo de la
resistencia

El desarrollo de la resistencia a la llegada de las larvas y el
subsiguiente fallo en el establecimiento de la infeccion, parece ser especifica
de la fase evolutiva, y el efecto se manifiesta generalmente de forma
independiente a otros fenémenos de inmunidad adquirida. Esta afirmacion
la apoya algunos estudios como los realizados por Barger y cols., 1985, al
observar la incapacidad de establecerse de las L3 de H. contortus, en ovinos
expuestos durante 8 semanas consecutivas a dosis infectantes de 600, 1200,
2400 L3s del parasito, sin embargo este mecanismo defensivo no parece
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afectar a los vermes adultos. De forma similar, experimentos en los que la
infeccion es truncada por el uso de antihelminticos, proporcionan evidencias
adicionales para justificar la naturaleza especifica (respecto a la fase
evolutiva) de la resistencia. Asi infecciones interrumpidas de T.
colubriformis previenen del asentamiento de nuevas larvas, este efecto no se
manifiesta frente a vermes adultos transplantados (Emery y cols, 1992a).

Estas mismas peculiaridades de la rsistencia a la infeccién se han
observado en bovinos inoculados con O. ostertagi, sin embargo el desarrollo
de resistencia al asentamiento de L3 del parasito evoluciona de forma mas
lenta que en el caso anterior (Michel, 1973;Claerebout y cols., 1996), al
requerirse 5 infecciones truncadas a los 9 dias post-infeccion con
tratamientos antihelminticos (Almeria y cols., 1998).

¢) Expresion de la inmunidad especifica de especie e inespecifica.

Ovejas seleccionadas por su alta resistencia a una determinada
especie parasitaria gastrointestinal son més resistentes a otras especies de
nematodos si las comparamos a otras ovejas de baja resistencia (Woolaston
y cols., 1990; Gray y cols., 1992; Sreter y cols., 1994). Esto indica que el
genotipo de una oveja determina una resistencia potencial a muchas
parasitosis gastrointestinales. Sin embargo, el desarrollo de la inmunidad es
especifica para cada especie de nematodo. Esta evidencia directa de la
naturaleza especifica de especie de la respuesta estd proporcionada por
estudios de exposiciones miltiples. Ovejas inmunizadas con 2 dosis de
20000 L3 irradiadas de T. colubriformis fueron incapaces de expulsar larvas
de otros nematodos del intestino delgado como T. vitrinus o Nematodirus
spathiger, cuando estas otras especies se inocularon separadamente, sin
embargo fue capaz de eliminar las tres larvas cuando se administraron
conjuntamente (Dineen y cols., 1977). De forma similar, ovejas
inmunizadas con infecciones interrumpidas de T. colubriformis fueron
capaces de expulsar larvas del intestino, cuando se inocularon solas las L3
de T. colubriformis o combinadas con N. spathiger o T. circumcincta, pero
no fueron capaces de expulsar por si solas a las L3 de N. spathiger si se
inoculaban estas solas (Emery y cols., 1993).En contraste, en las mismas
ovejas, las T. circumcincta que se localizaban en el abomaso, no fueron
expulsadas, ya sea al administrarlas solas o conjuntamente con T.
colubriformis. Esto esta de acuerdo con los resultados obtenidos por Barnes
y Dobson, 1993, a quienes, ovinos inmunizados durante tres semanas con
dosis de 2000 L3 de T. colubriformis fueron inmunes al establecimiento de
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las larvas de T. colubriformis a las 18 semanas, pero no resultaron inmunes
a larvas de nematodos abomasales como H. contortus o T. circumcincta.

Estas observaciones indican que el desarrollo de resistencia para el
establecimiento de las larvas en los hospedadores rumiantes es especifico de
especie, en infecciones inmunizantes mono-especificas. Sin embargo,
mientras que el detonante de la expulsion de las fases larvarias es especifico
de especie, los efectos de la expulsion pueden ser inespecificos y que por
tanto, especies heterdlogas que ocupan el mismo organo, puedan ser
expulsadas (Balic y cols., 2000)

2.10.4.3 Respuesta efectora del abomaso. Particularidades

La mayoria de los trabajos sobre la respuesta a antigenos parasitarios
por la mucosa se han realizado sobre el intestino (Neutra y cols., 1996). Asi
mismo la metodologia utilizada en el seguimiento de esa respuesta resulta
menos sensible para el caso del abomaso (Almeria y cols., 1997a).

Tanto en los ganglios mesentéricos como los ganglios regionales del
abomaso muestran a los 3 ¢ 4 dias post infeccién un marcado incremento en
su tamafio. Al cabo de 4 6 5 semanas post-inoculacion, su peso es 20 a 30
veces superior al observado en ganglios de bovinos no parasitados de la
misma edad y raza (Gasbarre, 1986; 1994; Canals y cols., 1997). Este
aumento del tamafio en los linfonddulos se debe tanto a un incremento del
namero de linfocitos reactivos al parasito como linfocitos que no reconocen
antigenos parasitarios (Gasbarre, 1986). Estudios realizados por Gasbarre,
1994 y Canals y cols., 1997, encuentran un incremento de subpoblaciones
linfocitarias B y T (con receptores y-3) en detrimento del porcentaje de
linfocitos T convencionales (a-f).

Paralelamente, en abomaso también aumenta el nimero de linfocitos
en la mucosa, hasta 8 veces en tan sélo 4 dias (Almeria y cols., 1997a).
Ademas, las subpoblaciones linfocitarias siguen la misma evolucion que la
que acontece en los ganglios. Esto parece indicar que en el abomaso se
produce una rapida captura de antigenos, que alcanzan los linfonddulos y a
los 4 dias los linfocitos ya estan combatiendo el parasito desde la mucosa
del abomaso (Gasbarre, 1997a).

Existen diferencias funcionales y morfoldgicas entre el abomaso y el
intestino. Muchos cambios estructurales y funcionales se han descrito en
intestinos parasitados por diversos tricostrongilidos (Manson-Smith y cols.,
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1979; Castro y Harari, 1982; Bell y cols., 1984). La mayoria de los autores

asumen que dichos cambios modifican el medio donde vive el parasito, -

favoreciendo de este modo su expulsion. En los abomasos se han
demostrado también algunos cambios morfoldgicos, como la atrofia en la
parasitacién por Ostertagia (Murray, 1969; Michel y cols., 1972), pero no
estd claro que estos cambios puedan favorecer el rechazo parasitario
(Gasbarre, 1997a), aun cuando diversos autores han demostrado la
existencia en la mucosa del abomaso de células inmunitariamente efectoras
en parasitaciones por O. ostertagi (Baker y cols., 1993a; 1993b).

2.10.5 Mecanismos de resistencia a los tricostrongilidos

En ovinos no inmunizados previamente, se desarrollan inicialmente
el 70% de L3 de T. colubriformis (Dobson y cols., 1990), siendo mas bajo
el éxito de implantacion para 7. circumcincta 'y H. contortus. En el caso de
T. colubriformis, esta tasa inicial de establecimiento puede aumentar en
ovinos tratados previamente con corticosteroides, lo que sugiere una
pantalla de inmunidad innata. Tras repetidas exposiciones de los ovinos a T.
colubriformis, H. contortus o T. circumcincta (1000-2000 L3 por dia)
durante 5 6 6 semanas, el porcentaje de establecimiento de las L3 se va
reduciendo progresivamente hasta ser menor del 5% durante las siguientes
tres semanas (Dobson y cols., 1990). En otros trabajos también se considera
que exposiciones repetidas a L3 de H. contortus, Ostertagia spp. ©
Trichostrongylus spp. confieren una mayor resistencia a la infeccion
(Chiejina y Sewell, 1974; Smith y cols., 1983b; Barger y cols., 1985),
tanto por Ostertagia ostertagi en bovinos (Holtenius y col, 1983) y
Trichostrongylus colubriformis en cabras (Cameron, 1984; Pemroy y
Charleston, 1989a) si bien otros autores han evidenciado lo contrario con
infecciones repetidas de L3 de H. contortus (Pomroy y Charleston,
1989b).

La inmunidad especifica anti-verme puede ser inducida por
“vacunacion” L3 irradiadas (Adams, 1978) o por grandes dosis de L3
repetidas e interrumpidas (Emery y cols., 1992a). En estos casos, la
inmunidad frente a los parasitos adultos es mas reducida comparada con la
exposiciéon a infecciones “completas”, y lo mismo sucede al inmunizar
ovinos unicamente con adultos (Emery y cols., 1992b). Asi, ovinos
inmunizados previamente con L3 de O. ostertagi o con T. circumcincta no
evidencian diferencias significativas en el establecimiento de adultos ni en
los recuentos de huevos en heces al compararlos con otros animales no
inmunizados previamente. Sin embargo, en las ovejas que habian tenido un
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contacto previo con el parasito se observd una menor viabilidad de los
huevos y un tamafio menor en las hembras adultas, siendo las mas pequeiias,
las recogidas de los abomasos de aquellos animales que fueron inmunizados
con L3 de T. circumcincta, luego las procedentes de ovinos inoculados
previamente con O. ostertagi y las hembras de Ostertagia mas grandes se
obtuvieron de las ovejas expuestas por vez primera. También se encontraron
diferencias significativas en el nimero de huevos presentes en el utero de
las hembras, encontrandose un menor niimero en los parasitos recogidos de
los animales previamente expuestos (Sutherland y cols., 1999). Estos
fendmenos también se han constatado en inoculaciones experimentales con
L3s de T. colubriformis y H. contortus después de prolongar la inoculacion
de dichas larvas durante 16-20 semanas y 20-24 semanas consecutivas
respectivamente (Dobson y cols., 1990; Barger y cols., 1985).

A medida que se dispone de anticuerpos monoclonales y otros
reactivos, aumentan el numero de trabajos que se realizan intentando
caracterizar la respuesta inmunitaria que se establecen al desarrollar estos
mecanismos de resistencia. Este tipo de estudios cuentan con ciertas
dificultades en bovinos por el desarrollo de anafilaxis a inmunoglobulinas
murinas (Howards y cols., 1992). Si bien no se conocen con exactitud los
mecanismos que se ponen en juego al desarrollarse la resistencia de los
rumiantes frente a nematodos gastrointestinales, parece claro el papel
predominante de la respuesta inmune mediada por células. Algunos ensayos
apoyan esta afirmacién como los realizados por Gills y cols., 1992a, al
observar que inoculaciones de anticuerpos monoclonales contra CD4 dan
lugar a que el rechazo acelerado a vermes adultos de H. contortus se vea
afectado.

La importancia de la inmunidad mediada por células en la inmunidad
frente a Haemonchus y a Ostertagia también ha sido constatada por estudios
de transferencia celular. Tras transferir linfoblastos y linfocitos procedentes
de linfon6dulos gastricos de ovinos inmunes a sus gemelos no inmunizados,
se provocd la induccidén de IgA y la respuesta abomasal de mastocitos, asi
como proteccion (Smith y cols., 1984a; Smith y cols., 1986). La naturaleza
del mecanismo de rechazo transferido / inducido por el donante de linfocitos
no se conoce. Lo que si parece claro es que este tipo de respuesta muestran
una gran variabilidad, dependiendo de factores tanto relacionados con el
hospedador como con la especie parasita en cuestion (Hanrahan y cols.,
1984; Snider y cols., 1985).
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Sin embargo también ha sido posible transferir la inmunidad frente a
H. contortus mediante suero hiperinmune de ovejas vacunadas con
antigenos adultos del parasito (Smith, 1993).

Por tanto los distintos apartados pueden apuntar que la resistencia a
los nematodos gastrointestinales en los rumiantes se puede manifestar de
muchas formas. Asi mismo la necesidad de suffir infecciones multiples para
desarrollar la resistencia también parece indicar que para poder conseguir
una inmunidad se requiere traspasar un umbral de estimulacion. Este
estimulo puede ser antigénico, sin embargo, también puede ser de naturaleza
fisica, como dafios mec4nicos o enzimaticos provocados en los tejidos del
hospedador por larvas o adultos. Incluso con similares protocolos de
infeccion, las diferentes especies de nematodos provocan respuestas
variables, lo que sefiala que los umbrales son especificos para cada especie
parasitaria, € incluso puede variar con la fase parasitaria. Como ya dijimos,
no se conocen completamente los mecanismos responsables de esta
resistencia. Sin embargo, algunos cambios en la mucosa y en los tejidos
linfoides asociados se observan conjuntamente con el desarrollo de
inmunidad en los rumiantes, estos son:

(1) Hiperplasia de mastocitos en la mucosa

(2) Aparicion de leucocitos globulares.

(3) Eosinofilia.

(4) Incremento en la producciéon de mucus y de la presencia
de substancias inhibidoras en este mucus.

(5) La produccién de anticuerpos especificos (Balic y cols.,
2000).

Muchos son los cambios que se presentan localmente como resultado
del desarrollo de una respuesta inmunitaria frente a los nematodos
gastrointestinales. Entre estos, se incluyen cambios en las poblaciones
locales de linfocitos T y B, fibras nerviosas, mastocitos / células globulares,
concentraciones en el moco de anticuerpos, e integridad del epitelio y
lamina propia.

2.10.5.1 Teoria inmunitaria comun de la mucosa

A la mucosa se le atribuye entre otras funciones la expansion de la
diversidad de inmunoglobulinas y de la produccién de linfocitos B para la
totalidad del sistema inmunitario (Reynolds, 1987; Reynaud y cols., 1991).
También puede ser importante en el desarrollo extratimico de las células T.
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A lo largo de la vida es el principal enclave de expansion periférica de los
linfocitos (McClure y cols., 1988) y su respuesta inicial al antigeno puede
influir en los posteriores encuentros de éste con el sistema inmune. También
se reconoce que su funcién mas relevante durante la enfermedad del tracto
gastrointestinal es la proteccion local (Landsverk y cols., 1991; McClure y
Emery, 1993).

La respuesta local que desarrollan los rumiantes a los nematodos
gastrointestinales se engloba dentro de una compleja respuesta inmunitaria
que se conoce como “teoria inmunitaria comun de la mucosa”. Esta teoria se
basa en la evidencia de la circulacién de células en un area restringida de la
mucosa (Husband, 1987; Lascelles y cols., 1986; Sheldrake, 1989). En
realidad, hoy en dia se carece de trabajos que demuestren de forma
concluyente la sensibilizacion local por la exposicion de la mucosa a
antigenos en rumiantes, y la teoria que se plantea se basa en modelos
desarrollados en otras especies. Se postula que los linfocitos que migran a
través del intestino normal, alcanzan via hemética el drea interfolicular de
las placas de Peyer y la base de los villis y marchan por los vasos linfoides
eferentes y probablemente también por los vasos sanguineos. Los antigenos
presentes en el lumen son capturados por células de la mucosa
especializadas (células M) dispuestas sobre las placas de Peyer, donde los
antigenos seran procesados y presentados por macréfagos subepiteliales o
por células dendriticas a las células T. Los antigenos solubles también
pueden ser capturados por células epiteliales, macrofagos subepiteliales o
por células dendriticas, o penetrar entre las células epiteliales y ser
presentadas a células T de la lamina propia o a las células T intra-epiteliales.
La resultante activacion de las células T induce la diferenciacién y
estimulacion de los linfocitos B, y las células B y T migran a través de los
vasos linfaticos aferentes para drenar a los linfonddulos. Aqui, proliferan y
se diferencian, para recircular via vasos eferentes y sanguineos a la ldmina
propia a lo largo del tracto gastrointestinal. Una segunda exposicién al
antigeno induce una respuesta local antigeno-especifica de IgA, una
produccion de citocinas, asi como una respuesta inflamatoria y linfoide.

Algunos de los aspectos de esta teoria general se han observado en
ovinos y bovinos. La captura de antigenos por células epiteliales M se
aprecia en el recto y placas de Peyer del yeyuno (Liebler y cols., 1991;
Landsverk, 1987), sin embargo, la clasica manera de presentacion de
antigenos por las células epiteliales puede no ocurrir porque estas células no
expresan la molécula MHC-II (Press y cols., 1991; Gorrell y cols., 1988b;
MeClure y cols., 1992).
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También existen algunos datos sobre la migracion de los linfocitos
del intestino en los rumiantes. Algunos trabajos detallan el sistema comin
de la mucosa y el origen y destino de los linfocitos que emigran por el
intestino ovino (Husband, 1985; Reynolds, 1988). Hay evidencias de que
los linfocitos que abandonan el intestino retornan preferentemente a ¢l
afectando este fendmeno de manera especial a los linfocitos de memoria,
previamente expuestos al antigeno. Sin embargo, las bases de esta
migracién no aleatoria ain no han sido descifradas. En otras especies, se
puede explicar, al menos parcialmente, por la existencia de lugares

especificos del endotelio vascular de vasos intestinales y por el tropismo de

los linfocitos circulantes por estos receptores. Ademas, la inflamacién que
acontece en estas infecciones,y de manera especial cuando se hace cronica,
puede incrementar la migracion de las células T por adhesion a proteinas
matrices extracelulares o modulados por citocinas.

La activacién por antigenos puede también modular la expresion de
moléculas de superficie, y puede estar también influenciada directa o
indirectamente por neuropéptidos locales (McClure y Emery, 1994).

Esta migracién intestinal de los linfocitos ha sido comprobada por
McecClure y cols., 1991 mediante inoculaciones con Trichostrongylus spp.,
al mostrar que el desafio intestinal induce en el sistema inmune inicialmente
un répido incremento en la disponibilidad de células T en el intestino, un
rapido secuestro en la lamina propia y la activacion de células T de
memoria. A continuacién se produce un incremento de actividad en el
nédulo drenado y la vuelta al intestino de las células de memoria, (7 dias
después), y posteriormente a la sangre.

2.10.5.2 Células efectoras

Las principales células efectoras tipicamente asociadas a las
infecciones por nematodos gastrointestinales son los mastocitos y los
eosinofilos. Por su gran importancia en alergias humanas, ban sido
ampliamente estudiados en ratones y en el propio hombre (Costa y cols.,
1997; Kay y cols., 1997; Weller, 1997).

Se conoce menos el papel de las células epiteliales productoras de
mucus (células globulares) como células efectoras en infecciones
gastrointestinales, aunque la hiperplasia de células globulares en las
parasitaciones por nematodos gastrointestinales esta bien documentada, y
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parece estar regulada por la respuesta inmune adaptativa (Balic y cols.,
2000).

2.10.5.3 Mastocitos y Basofilos

Los mastocitos y los basofilos proceden de una misma célula madre
hematopoyética y tienen similares productos y mecanismos de activacion,
incluyendo la reaccion con IgE por parte de receptores altamente afines
sobre la superficie celular. Las principales diferencias recaen en las
citocinas requeridas para su crecimiento y diferenciacion asi como su
localizacion. Los mastocitos residen y maduran en los tejidos, mientras que
los baséfilos circulan y maduran en la corriente sanguinea, desde donde
pueden ser rdpidamente movilizados hacia tejidos inflamados. Los
mastocitos han sido mas consistentemente estudiados en las parasitaciones
por helmintos, y se organizan en una poblacion heterogenea, clasificada
como mastocitos del tejido conectivo y mastocitos de la mucosa, basada esta
clasificacién en la presencia predominante de diferentes proteoglicanos,
heparina y condroitin sulfato, en sus granulos, lo que resulta en diferentes
propiedades tintoriales en las secciones histologicas. Mas alld de esta
heterogeneidad, dentro de estas poblaciones de mastocitos se han detectado
varias proteasas asociadas a los granulos, cuya expresion varfa en funcion
de su localizacion tisular asi como de los compartimentos tisulares
(Scudamore y cols., 1997). Experimentos con ratonmes deficientes en
mastocitos, demuestran que un precursor comiin puede aumentar tanto los
mastocitos del tejido conectivo como los mastocitos de la mucosa , lo que
sugiere que el micro habitat tisular podria ser crucial en la expresion
fenotipica (Gurish y cols., 1995). Ademss, es posible que la propia
heterogenicidad detectada en los tejidos sea consecuencia de la expresion
diferencial y reversible de las proteasas de los mastocitos durante las
diferentes fases de la inflamacion (Friend y cols., 1998). En la mucosa, los
mastocitos pueden residir en la lamina propia o en el epitelio. Los granulos
de los mastocitos intra epiteliales son generalmente mayores que los
tisulares, particularmente en los rumiantes en los que se detectan células
globulares. Se considera que estos mastocitos intra epiteliales estan en su
fase final como célula efectora, en una localizacién idonea para descargar
sus productos en el lumen y en el epitelio, donde podran afectar el micro
hébitad de los parasitos con minimos efectos sobre la arquitectura tisular del
hospedador. Los leucocitos globulares también se describen en el lumen del
tracto gastrointestinal en ovinos parasitados (Stankiewicz y cols., 1993).
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Los mastocitos expresan sobre su superficie celular un receptor de la
tirosin kinasa, el c-kit, que es un ligando del factor celular de stem (SCF;
Factor Estimulador de células madre hematopoyética), producido por un
gran nimero de células, entre las que se encuentra las epiteliales y que es
central en el desarrollo y supervivencia de los mastocitos en roedores
normales. La expansion de los mastocitos en los animales parasitados es, sin
embargo, dependiente de citocinas producidas por células T activadas, en
particular la IL-3 (Lamtz y cols., 1998). Los mastocitos de los tejidos
pueden aumentar su numero a través del reclutamiento y maduracioén de
precursores desde la circulacion, o, mas rapidamente, a través de la
migraciéon de mastocitos maduros procedentes de otros tejidos (Wang 'y
cols., 1998a).

Baséfilos y mastocitos contienen un gran mimero de potentes
mediadores de actividad biologica, algunos de los cuales estan preformados
y almacenados en granulos citoplasmaticos (proteoglicanos, proteasas,
histamina) y pueden liberarse en minutos tras la estimulacion (mediadores
primarios). Los mediadores secundarios son sintetizados de novo después de
una apropiada estimulacion e incliye mediadores lipidicos como la
prostaglandina D2 (PGD2), leucotrienos (por ejemplo, LTC4 y LTE4) y
factor activador de las plaquetas (PAF) asi como una creciente bateria de
citocinas (IL-1, 3,4,5,6,8,10,13, TNFa,GM-CSF) y quimiocinas (por
ejemplo:MIP-1a;, MCP-1, RANTES). Algunas citocinas, incluyendo el
TNFa y la IL-4 pueden ser tanto preformadas y almacenadas como
liberadas répidamente asi como nuevamente sintetizadas si persiste la
activacion. El efecto de los mediadores derivados de los mastocitos en los
hospedadores incluyen:

(1) Contraccion del musculo liso (histamina, serotonina,
prostaglandinas, PAF y leucotrienos).

(2) Incremento en la permeabilidad vascular (histamina,
serotonina, leucotrienos).

(3) Incremento en la secrecion de mucus (histamina,
leucotrienos y proteasas).

(4) Degradacién de las membranas basales de los vasos
sanguineos y de las células epiteliales (proteasas).

El conjunto de efectos de estos mediadores es similar al descrito en
las respuestas de hipersensibilidad inmediata (Crowe y Perdue, 1992;
McKay y Bienenstock, 1994).
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Otra consideracion importante en cuanto a los mecanismos efectores
iniciados por los mastocitos durante el rechazo parasitario, es su fuerte
asociacién con el sistema nervioso gastrointestinal (McKay y Bienenstock,
1994). La degranulacion de los mastocitos inducida por los antigenos induce
una estimulacién de los nervios entéricos y provoca la liberacién de
acetilcolina. Se ha sugerido que esta interaccion entre los mastocitos y las
células nerviosas llevan a generar un programa de “alarma” en el tracto
gastrointestinal, resultando en un incremento de la secrecién de agua y de la
fuerza de propulsién gastrointestinal. Creando un mecanismo de “barrido /
lavado” desencadenado con el proposito de eliminar el parasito de la luz
gastrointestinal y de la superficie epitelial (McKay y Bienenstock, 1994;
McClure y Emery, 1994). Asi, el sistema nervioso estaria integrado en la
respuesta inmune adaptativa. La interaccién entre los mastocitos y el
sistema nervioso se establece en dos vias bien diferenciadas, por una parte
varios neuropéptidos pueden causar una degranulacion diferencial de los
mastocitos y por otro que la administracion de factor de crecimiento
nervioso (NGF) puede provocar hiperplasia de mastocitos (Balic y cols.,
2000). Aunque muchos neuropéptidos, hormonas y linfocinas interactian en
la fisiologia gastrointestinal y en la inmunidad, la IL-6 es la unica linfocina
con capacidad para provocar actividad de crecimiento nervioso (Hoffman y
Hinton, 1991).

La activacion inducida por los mastocitos puede ocurrir tras un
contacto directo con el patégeno o, mas probablemente, después del
contacto con moléculas solubles derivadas del patdgeno o generadas por el
tejido después de una invasién del mismo por el agente morboso. A parte de
la bien conocida activacion de los mastocitos dependientes de la IgE que
ocurre inmediatamente después de la exposicion a un antigeno en animales
sensibilizados, la activacion de los mastocitos y su degranulacién puede
también ser detonada directamente por estimulos inespecificos y, como
parte de una respuesta inmune innata, a través de productos de la activaciéon
del complemento. Por cualquiera de estos caminos, los mastocitos y los
baséfilos pueden contribuir al reclutamiento de células en los lugares de
inflamacién / infeccidn y la generacion de respuestas inmunes innatas y
adaptativas (Abraham y Arock, 1998) asi, puede ser la célula efectora
responsable de los cambios fisiopatologicos durante las reacciones alérgicas
(Costa y cols., 1997; Meeusen, 1999), y a la vez conferir proteccion frente
a las infecciones parasitarias (Miller, 1984; 1996).

Como quiera que la mayor parte de los aspectos biologicos de los
mastocitos han sido elucidados en los modelos de roedores, se debe incidir
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en el estudio de la activacion de los mastocitos en los rumiantes. Uno de
estos aspectos podria ser la identificacion de proteasas de mastocitos
(Miller, 1996; Scudamore y cols., 1997). En ovinos, una proteasa de
mastocitos (Gltimamente conocida como quimasa, SMCP-1) se identificé en
mastocitos localizados en la mayoria de los tejidos excepto la piel, y
principalmente en el tracto gastrointestinal y estd clonada y completamente
caracterizada (McAleese y cols., 1998). Una proteasa similar con alta
homologia a SMCP-1 se ha identificado hace algunos afios en mastocitos
caprinos (Macaldowie y cols., 1998). Una triptasa también se ha
identificado en mastocitos bovinos (Kuther y cols., 1998). La triptasa de los
mastocitos bovinos se ha secuenciado asi como el inhibidor de la tripsina
pancreitica presente en algunos granulos de los mastocitos bovinos
(Pallaoro y cols., 1996). ’

En cuanto a la hematopdyesis de los mastocitos de los rumiantes
parece estar bajo el control de factores y condiciones similares a las
descritas en los roedores, como demuestra el hecho de que la IL-3
recombinante y otros SCF (factores de estimulacion de colonias)
recombinante ovino son importantes en la generacién y supervivencia de
mastocitos en cultivos de médula 6sea ovina (Macaldowie y cols., 1997).

Algunos ensayos han revelado la cronobiologia de la activacion de
estos elementos celulares en rumiantes sensibilizados a nematodos
gastrointestinales. Asi, en ovejas inmunizadas con Trichostrongylus spp. se
produce un importante aumento de proteasas - procedentes de los mastocitos
- en el contenido duodenal el primer dia tras el desafio con L3 de
Trichostrongylus (McClure y Emery ,1994) y en los ganglios linfaticos
gastricos entre 1 a 3 dias después de la inoculacion de ovinos inmunes con
L3 de H. contortus (Huntley y cols., 1987).

Datos histologicos también ratifican el desarrollo de mastocitos de la
mucosa tras la induccién de la respuesta inmune mediada por células
siguiente a la produccién de IgG. El aumento en el nimero de mastocitos /
leucocitos globulares (Humtley y cols., 1984) no ocurre en secciones
intestinales hasta 5 6 6 semanas después de una infeccién primaria con H.
contortus o T. colubriformis, respectivamente (Barker, 1973; Sommerville,
1956) y el namero de mastocitos, y la actividad inhibitoria de la migracion
larvaria presentan una relacion inversa con la liberacion de huevos desde la
6 a la 8 semana después de la infeccion con T. colubriformis ( McClure y

Emery, 1994). Estos resultados sugieren que los mastocitos de la mucosa .

pueden contribuir a los cambios del medioambiente intestinal que participan
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del rechazo de los adultos ya establecidos (Dineen y cols., 1977). El
incremento en el numero de mastocitos / leucocitos globulares se ha descrito
localmente en animales inmunes a Haemonchus, Ostertagia vy
Trichostrongylus (McClure y cols., 1992; Smith y cols., 1984b; Snider y
cols., 1988; Sommerville, 1956; Douch y cols., 1986; Ritchie y cols.,
1966; Klesius, 1988; Miller, 1986; Huntley y cols., 1992a) pudiendo estar
modificado este mimero en funcién del tiempo post-infeccion y el grado de
inmunidad del hospedador. No sélo incrementan localmente los mastocitos,
en ovinos inmunes a Trichostrongylus, su nimero esti aumentado en
abomaso, yeyuno e ileon distal (McClure y Emery, 1994), y los mastocitos
de la mucosa de todas esas localizaciones son movilizados por antigeno
larvario- para liberar proteasas en cantidades similares (McClure y Emery,
1994).

Las consecuencias de todos estos mecanismos de activacién y la
liberacion de mediadores por parte de las células tendria grandes
repercusiones. Son varios los autores que atribuyen a los leucocitos
globulares y mastocitos de la mucosa la expulsién inmunitaria de los
nematodos gastrointestinales (Huntley y cols., 1982; Miller, 1984; Stear y
cols., 1995a; Snider y cols., 1981; Wiggin y Gibbs, 1989) y otros
consideran que el nimero de leucocitos globulares presentes en la mucosa,
junto a la concentracion local de anticuerpos serian indicativos del grado de
resistencia a los nematodos gastrointestinales en las especies rumiantes
(Smith y cols., 1984b; Smith y cols., 1985b; Seaton y cols., 1989b; Yong
y cols., 1991),

2.10.5.4 Efecto directo del mucus y de los mediadores de la
inflamacion sobre los nematodos

Es probable que la capa de mucus que se dispone sobre el tejido
gastrointestinal juegue un papel determinante en la exclusion de las larvas
desde los nichos tisulares normales y en la resistencia a la infeccién (Lee y
Ogilvie, 1981; Miller y cols., 1983). Se considera que las inmunoglobulinas
(Ig) y los cambios cuantitativos y cualitativos en la mucosa por si mismos
Jjuegan un papel en el efecto barrido del mucus gastrointestinal frente a los
nematodos gastrointestinales (Nawa y cols., 1994). También se ha mostrado
que el mucus de las ovejas resistentes, contiene sustancias capaces de
paralizar larvas infectantes de nematodos. En este sentido Douch y cols.,
1983, mediante bioensayos sobre agar, demostraron que el mucus intestinal
de ovejas resistentes a T. colubriformis por infecciones repetidas mostraban
una significativamente mayor actividad inhibidora de la migracion larvaria
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en comparacion al mucus detivado de ovejas libres de nematodos. Ademas,
ovejas inmunes expuestas a 30000 L3 de T. colubriformis muestran
incrementos significativos de actividad inhibidora en el mucus intestinal,
alcanzando su pico hacia el 8° dia tras la exposicion mientras que no hay
cambios en dicha actividad en el mucus de ovejas que reciben una infeccion
primaria (Jones y cols., 1994).

La actividad inhibidora de la migracion larvaria parece actuar
inespecificamente, puesto que el mucus de ovejas resistentes a T.
colubriformis, exhiben también actividad inhibidora para larvas de H.
contortus, N. spathiger y T. circumcincta (Douch y cols., 1983).

Si bien se pens6 que el efecto inhibidor producido por el mucus tenia
su origen en el contenido de este de histamina y prostaglandinas ( E, Ez), lo
cierto es que los niveles de histamina encontrados en el mucus de ovejas
inmunes a T. colubriformis son insuficientes para producir el grado de
inhibicion observado (Douch y cols., 1983; 1986). Por el contrario la
actividad inhibidora de la movilidad larvaria se asocié con la sustancia de
anafilaxis (SRS-A), sugiriendo con ello que los leucotrienos, que son los
principales constituyentes del SRS-A, podrian ser los componentes activos
en los ensayos de actividad inhibidora de la motilidad larvaria (Douch y
cols., 1983). Sin embargo, Gray y cols., 1992, no pudieron encontrar
correlaciones entre los niveles de leucotrienos y la actividad inhibidora de la
actividad larvaria en el mucus de ovejas en pastoreo sobre pastos con
contaminacion mixta de nematodos. Asi mismo, tras purificar leucotrienos a
concentraciones de 5X10™ mmol I no tuvieron efecto sobre las larvas en
ensayos sobre inhibicion de Ila motilidad larvaria (Daugschies y
Ruttkowski, 1998).

Por otro lado, las larvas de nematodos producen leucotrienos
(LTB4) que ejercen una funcion estimulante sobre el desarrollo y motilidad
larvaria (Daugschies, 1996; Daugschies y Ruttkowski, 1998). Dificil
reconciliar este papel positivo de los leucotrienos larvarios, con los efectos
negativos atribuidos a los leucotrienos del mucus (Douch y cols., 1983).
Puede ser que la cantidad de leucotrienos exdgenos presentes en el mucus
de ovejas inmunes interfieran con los procesos fisiolégicos normales en los
nematodos, o que los leucotrienos interfieran con otras sustancias presentes
en el mucus de ovejas inmunes y que por ello afecten la motilidad larvaria.
Sin descartar que es posible que otras sustancias sean responsables de las
propiedades paralizantes que sobre las larvas tiene el mucus de ovejas
inmunizadas.
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Las propiedades directas anti-larvarias del mucus recogido del tracto
gastrointestinal de ovejas inmunes se han demostrado recientemente in vivo,
tras la inoculacién de larvas de T. colubriformis junto con mucus procedente
de animales inmunes, lo que condujo al rechazo larvario (Harrinson y cols.,
1999).

La relacion entre la actividad inhibidora del mucus parece
claramente relacionada con la presencia de leucocitos globulares. De hecho,
dicha actividad se encuentra correlacionada con el nimero de estas células
en el intestino delgado de ovejas en pastoreo en pastos contaminados
(Douch y cols., 1984; 1986; Stankiewicz y cols., 1993). También tras el
cultivo de mastocitos de la mucosa y células globulares procedentes de
ovejas inmunizadas a T. colubriformis, por exposicion previa a larvas de T.
colubriformis o a preparaciones antigénicas crudas (Douch y cols., 1996b),
se ha detectado actividad inhibidora de la motilidad larvaria en el estudio de
los sobrenadantes. No obstante esto no excluye la posibilidad de que otros
tipos celulares, en particular los eosindfilos, puedan ser también fuente
potencial de esta actividad (Balic y cols., 2000).

2.10.5.5 Eosinofilia y resistencia
2.10.5.5.1 Eosindfilos

A diferencia de los mastocitos y baséfilos, los eosindfilos parecen
una poblacion homogenea de células. La sangre es abastecida lentamente
por la médula 6sea de eosindfilos maduros, y desde alli llega a los tejidos
donde sobreviven varios dias 0 semanas. Puede haber un elevado niimero de
eosinofilos en los tejidos sin que exista una esosinofilia manifiesta,
particularmente en el tracto gastrointestinal. Tras una infeccién por
helmintos, el numero de eosindfilos puede aumentar drasticamente
(eosinofilia) tanto en sangre como en tejidos. Al contrario que los
mastocitos que estdan uniformemente distribuidos en los tejidos, los
eosindfilos pueden tener una migracion clara hacia el parasito (Balic y cols.,
1999¢).

Los eosinéfilos estan presentes en pricticamente todos los
vertebrados vivientes estudiados, aunque existen algunas diferencias
morfolégicas y bioquimicas entre especies (Jones, 1993). Particularmente,
algunos animales, incluyendo algunos felinos y aves, no contienen la
peroxidasa de los eosindfilos, y muchas aves, peces y anfibios no contienen
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un corazon cristaloide en sus granulos eosinofilos. La ultraestructura fina y
la bioquimica de los eosindfilos de los rumiantes no se han estudiado en
detalle, pero los eosindfilos de los rumiantes muestran una fuerte tincion en
las secciones tisulares para la peroxidasa endogena (Meeusen y cols., 1989)
y los eosindfilos cultivados de médula dsea ovina contiene peroxidasa y
arilsulfatasa eosinofilo-especifica (Stevenson y Jones, 1952). Estudios
ultraestructurales confirman la presencia de un corazén cristaloide en los
granulos de los eosinéfilos ovinos, mostrando la misma electrodensidad
reversa de los granulos que la descrita para los eosin6filos humanos y de los
roedores después de la activacion (Rainbird y cols., 1998).

La pronunciada absorbancia de la eosina por parte de los eosindfilos
en tinciones histologicas se debe a las proteinas fuertemente catiénicas
presentes en sus granulos, entre las que estan, a parte la peroxidasa de los
eosinofilos, proteinas bésicas (MBP- major basic protein), proteinas
cationicas eosintfilas (ECP-eosinophil cationic protein) y la neurotoxina
derivada de los eosinéfilos (EDN- eosinophil derived-neurotoxin). Asi como
las protenas cati6nicas granulares y las hidrolasas lisosomales contenidas
en los granulos. Los eosindfilos contienen gran cantidad de lisofosfolipasa
que producen los cristales de Charcot-Leyden (CLCs).

En cuanto su actividad, los eosinofilos activados puede producir
metabolitos toxicos derivados del oxigeno y sintetizar un rango de
mediadores de lipidos incluyendo prostaglandinas y leucotrienos (Costa y
cols., 1997; Weller, 1997). Recientemente, se ha descubierto la capacidad
de los eosinofilos de producir un importante rango de citocinas (IL-
1,2,3,4,5,6,8,10, GM-CSF, TNF-a, TGF-B, IFN-y) y quimiocinas (MIP-la,
RANTES, eotaxina).

De forma similar a los mastocitos, la respuesta eosinofilica
pronunciada observada después de la estimulaciéon por paréasitos helmintos
esta regulada de forma particular. La IL-5 es la citocina T dependiente que
resulta clave en el incremento en la poblacién eosinofilica (eosinofilia) tanto
en la sangre como en los tejidos después de las infecciones por helmintos.
Sin embargo, los niveles basales de eosinofilos estdn presentes en ratones
sin IL-5, probablemente mantenidos por otras citocinas como la IL-3 y GM-
CSF (Yoshida y cols., 1996). Estos factores se han de tener en cuenta
cuando se evaltia el papel de los eosindfilos en infecciones parasitarias
después de que exista una deplecion de la IL-5 (Meeusen y Balic, 1999). La
alta conservacién tanto de la frecuencia (Mertens y cols., 1996) como de la
actividad biologica (Stevenson y cols., 1994; 1998) de l1a IL-5 en roedores,
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humanos y especies rumiantes, confirma su tinico papel de generacion de la .

eosinofilia. Mientras que la liberacion sistémica de IL-5 es responsable del
aumento en la generacion de los eosindfilos de la médula Gsea (Wang y
cols., 1998b), quimiocinas tipo C-C, en particular eotaxina, estan
principalmente implicadas en el reclutamiento de los eosinéfilos sanguineos
en los tejidos inflamados (Mould y cols., 1997). Linfocitos sanguineos y
mesentéricos de ovinos inmunizados con antigenos de vermes generan
sobrenadantes en cultivos celulares en los que abundan factores de
diferenciacién de eosinéfilos (IL-5) y otros factores estimuladores de
colonias (entre estos la IL-3) (Haig y cols., 1989), IL-2, y poca cantidad de
IFN-y (McClure y Emery, 1994). En terneros infectados con Ostertagia
ostertagi, los linfocitos cultivados in vitro, producen sobrenadantes que son
quimiotacticos para los eosinéfilos (Washburn y Klesius, 1984).

La acumulacién de eosindfilos en los tejidos es mas variable que la
de mastocitos (McClure y cols., 1992; Snider y cols., 1988; Douch y cols.,
1986; Ritchie y cols., 1966) pero probablemente reflejan mejor Ia presencia
de parasitos (Dineen y Windon, 1980).

La degranulacién de los eosinéfilos se genera inicialmente por una
union cruzada de receptores de superficie. Los eosin6filos tiene receptores
para varios componentes del complemento y varios isotipos de
inmunoglobulinas, incluyendo la IgA y la IgG y receptores de baja afinidad
para la IgE. Aunque receptores de alta afinidad para la IgE se han detectado
también en eosindfilos humanos, la ausencia de estos receptores en los
eosindfilos de los ratones ha puesto en duda el papel uniforme de activacién
de los eosinofilos IgE dependiente (Kita ¥ Gleich, 1997). De particular
importancia en las infecciones gastrointestinales es la evidencia de que los
eosinofilos también expresan receptores para el componente secretor de la
IgA, y los ligandos de los componentes secretores de 1a IgA son los mas
potentes estimuladores de la degranulacién eosinofilica (Lamkhioued y
cols., 1995). Diversos estudios han demostrado ligandos especificos que
producen la degranulacién de eosinéfilos murinos y humanos sobre la
superficie de las larvas de nematodo in vitro, mediados por anticuerpos y
complemento, provocando la muerte del parasito (Butterworth y Thorne,
1993). Mecanismos similares de destruccién de L3 de H. contortus in vitro
con eosindfilos ovinos se han demostrado recientemente en presencia de
anticuerpos especificos a antigenos superficiales larvarios (Rainbird y
cols., 1998). ‘

62

naria. Biblioteca Digital, 2004

idad de Las Palmas de Gran Cal

© Universi



Revision bibliografica

Mientras los eosinéfilos juegan un papel en la remodelacion tisular y
de la respuesta inmune, su principal funcién durante las. infecciones por
nematodos puede recaer en su potencial citotoxico, en particular a través de
la liberacién de proteinas granulares y por la produccion de aniones
superéxido. En adicion, los leucotrienos sintetizados por los eosinéfilos
después de su activacion pueden actuar de forma similar a las producidas
por los mastocitos, mediando vasodilatacion, contracciones del musculo liso
y secrecion de mucus (Balic y cols., 2000).

2.10.5.5.2 Respuesta eosinofilica durante la infeccion primaria

El incremento en el mimero de eosindfilos abomasales se detecta en
infecciones primarias de H. confortus (Charleston, 1965; Salman y
Duncan, 1984; 1985; Balic y cols., 1999a). Un gran numero de eosinofilos
se encuentran en los tejidos abomasales en torno al 5 dia post-infeccion,
mientras que su numero decrece, pero se mantiene aun significativamente
mas elevado que en los animales controles, en ovejas que mantienen ain la

infeccion a los 27-36 dias desde el inicio de la infeccion primaria (Balicy .

cols., 1999a).

La infeccion primaria de corderos con 50000 L3 de T. circumcincta
también resulta en un moderado aumento en los eosinofilos en los tejidos
abomasales a los 10-21 dias post-infeccion (Stevenson y cols., 1994). En lo
que se refiere a los cosindfilos en sangre periférica muestran una respuesta
bifasica con un pico moderado hacia el dia 7-9 post-infeccion,
disminuyendo hasta el dia 14, seguido por un incremento de moderado a
importante, hasta el dia 21 (Stevenson y cols., 1994).

También en esta ocasion es posible detectar ciertas diferencias en
funcién de factores tales como la especie parasita implicada en cada caso.
Asi, Ia eosinofilia tisular es mas pronunciada después de una infeccion
primaria con los nematodos, Nematodirus battus 'y Oesophagostomum
columbianum, ambas larvas caracterizadas por penetrar profundamente
dentro de la mucosa. La infeccion primaria con N. battus resulta en un
incremento en el mimero de eosindfilos en el intestino delgado hacia los
dias 21-23 post-infeccion, al mismo tiempo que se produce el rechazo de los
nematodos adultos, sin embargo los eosinofilos disminuyen su nimero
después, a los mismos niveles que los presentes en animales no infectados,
atin cuando todavia esté presente una carga parasitaria de adultos (Winter y
cols., 1997). Los niveles de eosinofilos circulantes no incrementan
significativamente hasta 25 dias post-infeccion en estos animales y
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disminuyen a partir de entonces. También se detecta un moderado
incremento en el mimero de eosindfilos en el intestino delgado transcurridas
40 horas de la infeccién primaria con L3 de O. columbianum y el mayor
incremento se obtuvo en el momento de romper los quistes larvarios y
emergieran las L4 al lumen intestinal al 5° dia post-infeccién (Shelton y
Griffiths, 1967). Tiene lugar entonces un marcado incremento en la
infiltracién eosinofilica se encuentran granulomas con eosinéfilos, rodeando
a la cuticula de las L3 y al resto del quiste del nematodo (Sheldon y
Griffiths, 1967).

Juntos, estos resultados indican que en general tienen lugar
moderadas eosinofilias durante una infeccién primaria, primero en los
tejidos y luego en la sangre periférica y este fenémeno estd principalmente
asociado con el estado de infeccién larvario mas que de adultos. Esto esta de
acuerdo con estudios que muestran que extractos solubles de L3 de H.
contortus, sobre una concentracién proteinica similar, son 33 veces mas
activos para el reclutamiento de eosindfilos que extractos adultos en un
modelo desarrollado en glandula mamaria (Adam y Colditz, 1991), aunque
esta respuesta eosinofilica moderada parece tener un pequefio impacto
sobre el establecimiento de los nematodos en los tejidos durante la infeccién
primaria (Sheldon y Griffiths, 1967; Balic y cols., 1999a). Es probable que
los eosin6filos en sistemas naturales parasito / hospedador no estan
suficientemente activados y / o equipados con anticuerpos especificos
durante infecciones primarias para ser efectivos en la muerte de la larva del
nematodo (Meeusen y Balic, 1999). Ademas, algunas larvas estan
contenidas dentro de estructuras anatémicas que fisicamente aislan al
parasito del contacto directo con los eosinéfilos (Balic y cols., 2000).

2.10.5.5.3 Eosinéfilos e inmunidad adquirida

El incremento en el nimero de eosin6filos en los tejidos de la
mucosa se observa tanto durante las infecciones primarias por nematodos
como tras infecciones repetidas, si bien la magnitud de la eosinofilia y el
numero de eosindfilos en los tejidos es mayor tras varias exposiciones. En
ovejas de dos afios de edad inoculadas con 10000 L3 de T. axei semanales
durante 8 semanas mostraron un firme incremento en los niveles de
eosinéfilos circulantes, iniciando un pico en la mayoria de las ovejas entre
7-14 dias desde el inicio de la inoculaciéon (Pfeffer y cols., 1996). Biopsias
repetidas del tejido abomasal a través de canulas revelan incrementos en los
niveles de eosinéfilos en los tejidos abomasales, comenzando también de 7-
14 dias desde el comienzo de la experiencia, y alcanzando el pico en la
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mayoria de las ovejas el dia 53. Todas las ovejas de este experimento
mostraron una fuerte caida en los eosinéfilos tisulares hacia los valores
obtenidos en los controles no inoculados varios dias después del pico. Un
incremento firme, seguido por una caida importante en los recuentos de
eosinofilos periféricos también se detecta tras 6 6 7 semanas de infeccion
diaria de ovejas previamente inmunizadas con I. colubriformis (Kimambo
y cols., 1988). '

Otros trabajos que ponen de manifiesto el incremento en el numero
de eosinfilos en los tejidos en las reinfecciones con nematodos
gastrointestinales son las llevadas a cabo por Stevenson 'y cols., 1994, en las
que se observan que corderos infectados repetidamente con L3 de 7.
circumcincta durante 7 semanas, desparasitarse y a continuaciéon exponerse
a 50000 L3, 10 dias después de la exposicion, mostraron incrementos en el
aimero de eosinofilos intestinales, el doble de los observados en los
corderos que sblo recibieron una infeccién primaria. Ademas, mostraron que
habia una cantidad sustancial de eosinofilos con actividad potencial
presentes en los ganglios gastricos, dentro de las 24 horas de la exposicion.
En contraste, no se detectd actividad potencial de eosinofilos en los
linfonédulos gastricos tras la infeccion primaria. Dicha actividad potencial
de eosin6filos se estimé sobre cultivos in vitro de eosindfilos de médula
6sea ovina (Stevenson y Jones, 1992).

También en corderos inmunizados previamente con 5000 L3
irradiadas de O. columbianum, y posteriormente expuestas con 20000 L3
normales (no irradiadas), 4 semanas después presentaron un numero mucho
mayor de eosinofilos en el intestino delgado si lo comparamos con corderos
que no recibieron previamente infecciones inmunizantes (Shelton y
Griffiths, 1967). Mientras las larvas enquistadas en esta infeccion no atraen
a los eosinéfilos, una vez que la L4 emerge del quiste, los eosin6filos rodean
la larva y es posible que sigan el curso de la migracién de la larva por
acumulacion de eosinofilos en los tineles que se forman en el hospedador.
Los autores concluyeron en este caso que a pesar de la persecucion de la
larva por parte de los eosinéfilos, la respuesta eosinofilica no es capaz de
secuestrar o encapsular la larva.

En rumiantes, ademas del incremento en niimero que acontece en las
reinfecciones se les atribuye un importante papel en el desarrollo de la
inmunidad adquirida frente a los tricostrongilidos por dos aspectos
principales:
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(1) Asociacion de eosinofilia con un status de
resistencia.

(2) observacion histologica de eosinofilos en lugares
proximos a la larva del nematodo (Balic y cols.,
2000).

2.10.5.5.4 Asociacion de eosinofilia con un status de resistencia

Cuando corderos merinos se seleccionaron por alta resistencia o por
su susceptibilidad a la infeccion por 7. colubriformis después de. la
vacunacion con L3 irradiadas, las ovejas de alta resistencia mostraron un
gran mamero de eosindfilos circulantes tanto después de la vacunacion como
tras la exposicion a las 20000 L3 normales (no irradiadas) (Dawkins y cols.,
1989). De modo anélogo, corderos Romney de alta resistencia tuvieron
recuentos de eosindfilos periféricos mas altos que ovinos susceptibles,
cuando pastoreaban sobre pastos contaminados (Buddle y cols., 1992). Los
niveles incrementados de eosindfilos circulantes se correlacionan también
con una disminucién en los recuentos de huevos de nematodos fecales en
corderos inoculados 2 veces a la semana con 5000 L3 de 7. colubriformis, y
el desarrollo de la inmunidad aumenta tanto como aumenta el nimero de
eosinofilos circulantes que fueron suprimidos por el empleo de
dexametasona (Buddle y cols., 1992). Estos datos han servido para
Dawkins y cols., 1989 y Budle y cols., 1992, concluyeran que la eosinofilia
es una medida de la resistencia del hospedador a los nematodos
gastrointestinales, méas que un indicador de helmintiasis. Sin embargo, no
siecmpre se detecta esta correlacion entre eosinofilos y resistencia
(Woolaston y cols., 1996).

2.10.5.5.5 Asociacion histologica de eosindfilos y fases tisulares
larvarias

En las primeras citas de la respuesta eosinofilica en ovinos inmunes
tras una infeccion con H. contortus, se detectaron acimulos de eosinéfilos
tanto dentro del tejido abomasal como en el lumen del fundus del abomaso
(Steward, 1953; Charleston, 1965; Salma y Duncan, 1985). Mas
recientemente se ha demostrado que los eosindfilos llegan al lugar de
penetracion larvaria en el tejido, en las 24 horas posteriores a la exposicién

intrabomasal de ovejas inmunes con 1X10° L3 de H. contortus (Balic y -

cols., 1999¢), y si bien se parecian ciertas variaciones individuales de las
respuestas, en todas las ovejas inmunizadas y reinfectadas existe este
acimulo de eosin6filos una vez que las larvas alcanzan el nicho tisular. Sin

66

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Revisién bibliografica

embargo, si las ovejas ya han rechazado la mayor parte de la carga expuesta
antes de que se produzca la penetracion tisular; el incremento en el namero
de eosinofilos tisulares es mucho mas discreto e incluso en estos €asos la
mayoria de las larvas que penetran en las glandulas son rodeadas por
eosinofilos.

Gracias a la microscopia electronica se sabe que en estos casos los
eosinofilos estan en contacto directo con la superficie de las larvas y en
degranulacién (Balic y cols., 1999¢). Asi mismo, las larvas rodeadas por
estos eosindfilos en degranulacion, mostraron dafios o muerte, como se
pudo determinar ultraestructuralmente. Estas son entre otras algunas de las
evidencias histologicas y ultraestructurales de la importancia de los
eosinéfilos para eliminar las larvas infectantes de H. contortus (Rainbird y
cols., 1998; Balic y cols., 1999¢).

La potencial actuacion efectora de los eosindfilos  viene
condicionada por los distintos nichos ecol6gicos que pueden ocupar las
diferentes fases larvarias de las diferentes especies de nematodos que se
incluyen en la familia Trichostrongyloidea. Fases larvarias de Ostertagia
spp. y Teladorsagia spp. desarrollados en los fondos de las glandulas
gastricas, excluye a los eosindfilos, aunque estas células se pueden localizar
inmediatamente adyacentes a estas estructuras atraidas por factores
quimiotacticos producidos por las larvas (Klesius y cols., 1989). Por su
parte, las L3s de Oesophagostomum spp evoluciona a L4 en un quiste
rodeado por una membrana, que también excluye a los eosinofilos. Aun
més, pocos eosindfilos son atraidos a la vecindad de estos quistes (Shelton y
Griffiths, 1967). Ambas estrategias, al menos durante la fase inicial de la
infeccién, excluyen el contacto directo entre los eosinofilos y las larvas en
desarrollo con lo que los eosinéfilos no podrian llevar a cabo la
degranulacién y eliminacién de las larvas, pero probablemente esta
incapacidad de accion directa determina otros tipos de respuestas indirectas
mediadas por factores eosinofilicos (Balic y cols., 2000). Es probable que
estas estrategias provoquen, al menos en parte, la respuesta indirecta
desarrollada por mediadores eosinofilicos (Balic y cols., 2000).

2.10.5.6 Células globulares

Las células globulares son glandulas exocrinas unicelulares
productoras de mucus localizadas en el epitelio a lo largo de todo el tracto
gastrointestinal especialmente en el intestino grueso. La porcion apical de la
célula se extiende y estd llena de mucinégeno, que €s el precursor del
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mucus, el cual, a medida que se acumula en la célula, desplaza el nicleo
hacia la parte basal de la célula, adquiriendo la caracteristica forma globular.
Las células globulares productoras de mucus son también importantes en el
tracto respiratorio.

El abomaso (estémago glandular o verdadero) de los rumiantes no
contiene células globulares. En vez de esto, el estomago tiene unas células
epiteliales columnares muy altas que liberan continuamente moco sobre la
superficie, con el propésito de prevenir la digestién de la mucosa por el jugo
gastrico. Las células del fundus gastrico también secretan gran cantidad de
mucus sobre la superficie abomasal. A parte de su papel en la lubricacién y
proteccion de la mucosa, la capa de mucus también proporciona un micro
ambiente Unico para la interaccion celular con los distintos componentes
moleculares y con los organismos presentes en esta localizacion (Balic y
cols., 2000).

En el caso concreto de las infecciones por nematodos
gastrointestinales tiene lugar el aumento en el nimero de células globulares
o células epiteliales productoras de mucus, y generalmente tiene lugar
conjuntamente con la hiperplasia de mastocitos tras la infeccién por
nematodos, sin embargo estos dos procesos estian regulados de forma
independiente en modelos murinos, y cada uno de ellos pueden ser causa de
expulsién de diferentes especies de nematodos (Nawa y cols., 1994).

Las infecciones intestinales por nematodos pueden no sélo provocar
la hiperplasia de células globulares, si no también inducir diferencias en la
glicosilacion de la mucina de las células globulares, si bien estos cambios en
la composicion del mucus se han observado en otras condiciones
fisiopatolégicas por lo que podria tratarse de un mecanismo especifico de
expulsién parasitaria (Niew Amerogen y cols., 1998).

Aunque se cree que la hiperplasia de células globulares es
dependiente de los linfocitos T, no se tiene del todo claro como tiene lugar
esta. Algunos ensayos contribuyen a dar una idea de la complejidad de dicha
activacion y la intervencién de varios factores en su desarrollo. Si bien la
deplecion de linfocitos T CD4" no parece determinar una reducciéon del
numero de células globulares, ni alterar la composicién del mucus, si tiene
lugar una reduccion en la produccion de dicho mucus asi como la capacidad
de eliminar nematodos (Khan y cols., 1995).
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Otro mediador de la inmunidad en la actividad de las células
globulares y su papel como célula efectora en procesos inmunoldgicos es la
citocina IL-3, que juega un papel crucial en la hiperplasia de células
globulares y en la produccion del mucus (Wills-Karp y cols., 1998) lo que
se correlaciona con la expulsion de N. braziliensis (McKenzie y cols.,
1998), independientemente de IgE y de los mastocitos. La presencia de
receptores en estas células de IL-2 y de las Fc de la IgG (Kobayashi y cols.,
1991), contribuyen a pensar que pueden tratarse de elementos que
intervienen y / o modulan Ia respuesta de las células globulares. Del mismo
modo la IL-1 producida en macrofagos cultivados parecen mostrarse como
mediadores de las respuestas si mantienen una actividad similar a Ia
observada en modelos murinos (Cohan y cols., 1991). Las células
globulares también expresan un receptor de cadena alpha de IL-2
(Dahlman-Hoglund y cols., 1996; Kobayashi y cols., 1991).

2.10.5.7 Hiperplasia de mastocitos y 'generacién de leucocitos
globulares en la mucosa

La hiperplasia de los mastocitos de la mucosa y la aparicién de
leucocitos globulares intra-epiteliales en los tejidos de la mucosa son
fenémenos bien reconocidos tanto en roedores como en rumiantes en
infecciones por nematodos gastrointestinales (Miller, 1984; Rothwell,
1989). Varios estudios realizados en rumiantes han indicado que la
hiperplasia de los mastocitos en la mucosa se asocia predominantemente
con la presencia de parasitos adultos. Después de infecciones primarias de
corderos con H. contortus, se observa un incremento del numero de
mastocitos de la mucosa a los 14-15 dias postinfeccion (Charleston, 1965;
Salman y Duncan, 1984). En estudios mas recientes, se han detectado
pequefios incrementos tanto en el namero de mastocitos de la mucosa como
de leucocitos globulares en corderos de 5 meses de edad a los 5 dias de
exposicién a 50000 L3 de H. confortus, mientras que en corderos con
parasitos adultos, tras una infeccion con 10000 L3 de H. contortus, si se
detecta un importante aumento en el namero de mastocitos de la mucosa
(Balic y cols., 1999a). Estos datos coinciden con los hallazgos histologicos
encontrados en ovinos infectados con otros nematodos gastrointestinales.
Por ejemplo en ovinos de 2 afios que reciben 10000 L3 de T. axei semanales
(Pfeffer y cols., 1996), incrementos significativos en mastocitos de la
mucosa (identificados como células IgE") se detectaron 11-14 dias despues
de la primera infeccién, mientras que corderos con una infeccion primaria
con N. battus, evidenciaron este aumento de los mastocitos de la mucosa
tras 18 dias de infeccién con 50000 L3 (Winter y cols., 1997).
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Aunque el incremento del nimero de mastocitos de la mucosa en la
mucosa de las ovejas se asocia con la presencia de nematodos adultos
también en animales que han recibido infecciones multiples, este niimero de
mastocitos de la mucosa se mantiene muy elevado. Por ejemplo, en ovejas
infectadas semanalmente con 7. axei, durante las primeras 5 semanas de
infeccion se detectd un incremento en el niimero de mastocitos en la
mucosa, manteniéndose a partir de entonces en un niimero 5 veces mayor al
encontrado en ovejas no parasitadas (Pfeffer y cols., 1996). Ademas, hay un
retraso entre la aparicion de los mastocitos tisulares y la aparicion de los
leucocitos globulares intra-epiteliales. De forma similar, los mastocitos de la
mucosa estaban presentes tras 4 semanas de infecciones semanales de
ovejas con otras 1000 L3 de T. circumcincta o T. vitrinus, mientras que los
leucocitos globulares no se detectaron hasta después de 8 semanas de
exposicion constante (Seaton y cols., 1989 a, b). El retraso de los leucocitos
globulares respecto con la aparicion de los mastocitos es consistente con su
origen a partir de los propios mastocitos (Huntley y cols., 1984).

Como discutieron Rothwell (1989) y Miller (1996), la observacion
del namero de mastocitos de la mucosa / leucocitos globulares presentes no
indica la capacidad funcional de estas células. Una medicién directa de la
activacion / degranulacion se proporciona por la deteccion de mediadores de
los mastocitos liberados. Varios estudios han determinado la liberacion de
proteasas derivadas de los mastocitos ovinos (SMCP) después de la
exposicion al parasito, mostrando una correlacion negativa la cantidad de
proteasas presentes en la mmucosa abomasal y mucus con el mimero de
vermes que completa el ciclo (Stevemson y cols., 1994). Cantidades
elevadas de proteasas de mastocitos se detectaron en la mucosa del abomaso
y en el mucus de ovejas hiperinmunes a H. contortus, por infecciones
repetidas con 10000 L3, y se suprime con el tratamiento con dexametasona
(Huntley y cols., 1992a). Cuando estas ovejas hiperinmunizadas se exponen
una semana después con 10°-10° L3, por inyeccién directa en el abomaso, la
liberacion de proteasas de mastocitos se detectd en el suero 2 horas después
de la exposicidén, pero no tras la exposiciéon de ovejas no inmunizadas
(Huntley y cols., 1987). Este incremento significativo en la cantidad de
proteasas de los mastocitos se detectd también 48 horas después de la
exposicion, en el mucus de estas ovejas inmunes, pero no en los tejidos del
abomaso, lo que sugiere que la liberacién depende mas de los leucocitos
globulares que de los mastocitos de la mucosa (Huntley y cols., 1992a),
Este incremento en las proteasas de los mastocitos tras la exposicion a las
larvas se asocia con una rdpida expulsion de las mismas, lo que en este
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sistema puede suceder en 4 horas (Miller y cols., 1983). Cuando sdlo se
administran 10000 larvas, ni se observan la liberacion de proteasas de los
mastocitos ni una rapida expulsion, lo que sugiere que se precisa un
estimulo minimo para que se produzca la rdpida expulsion.
Sorprendentemente, cuando las ovejas hiperinmunizadas se expusieron a
1000000 larvas 6 semanas después de la ultima infeccién inmunizante, tuvo
lugar la répida expulsion, aunque los niveles de mastocitos de la mucosa y
leucocitos globulares habian decrecido drasticamente comparados con los
niveles que presentaban a la semana de la inmunizacion, y tras 48 horas de
esta exposicion no existian incrementos obvios si lo comparamos con ovejas
no inmunizadas. Sin embargo los niveles de mastocitos de la mucosa
estaban todavia por encima de los niveles de los controles y pudieron haber
disminuido tras la degranulacién después de la exposicion (Rothwell,
1989). Ademss, los niveles séricos de proteasas de mastocitos mostraron
previamente un pico 2 horas después de la exposicion (Huntley y cols.,
1987), por lo que es posible que los niveles de las proteasas de los
mastocitos detectadas en la mucosa del abomaso y en el mucus las 48 horas
post-exposicion no reflejen exactamente los niveles que estdn presentes
inmediatamente tras la exposicién cuando ocurre la expulsion (Balic y cols.,
2000).

La degranulacion de los mastocitos de la mucosa / leucocitos
globulares, determinada a partir de la liberacion de proteasas procedentes de
los mastocitos en el suero, también se ha observado en ovejas tras 28 dias de
infecciones bisemanales con 5000 L3 de 7. colubriformis y mantiene niveles
significativamente elevados sobre todo durante el periodo de infeccion
continua (Douch y cols., 1996a). Ademas, este efecto puede ser suprimido
con el empleo de un inmunosupresor como la dexametasona (Douch y
cols., 1996a). Incrementos significativos de las proteasas de los mastocitos
se han detectado también en el mucus intestinal de ovinos inmunes 1 dia y
5-8 dias después de la exposicion a L3 de T. colubriformis, comparadas con
ovejas con similares exposiciones pero no inmunizadas previamente (Jones
y cols., 1994), lo que coincide con el tiempo de expulsion de los nematodos
en estas ovejas (McClure y cols., 1992),

La liberacién de proteasas de los mastocitos también se ha detectado
en los ganglios linfaticos gastricos de ovejas hiperinmunizadas dentro de las
24 horas post-exposicion con 50000 L3 de I. circumcincia, alcanzando el
pico a los 2 dias tras la inoculacién (Huntley y cols., 1987; Stevenson y
cols., 1994).
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Ademéds de las proteasas procedentes de los mastocitos, otro
mediador derivado de los mastocitos se ha encontrado en respuesta a
infecciones gastrointestinales en ovinos inmunes. Durante el rechazo a L3
de T. colubriformis en ovejas inmunizadas con L3 irradiadas, hubo un
incremento en las pérdidas de plasma entérico y secrecién de histamina en
el duodeno desde- el 2° dia de la infeccidn, alcanzando el pico el 6° dia, lo
que se correlaciona con la reduccién de la histamina en el tejido duodenal
(Steel y cols., 1990). La liberacién de histamina, del leucotrieno LTC,, 6-
ketoprostaglandina Fy, y tromboxano B; en el mucus y contenido intestinal
de ovejas inmunes también se ha documentado tras la exposicién a T.
colubriformis (Jones y Emery, 1991; Jones y cols., 1994). Ademas, cuando
corderos de razas seleccionadas por alta o baja respuesta a la vacunacion
con T. colubriformis irradiados, fueron expuestas a 20000 L3 de 7.
colubriformis normales, los animales mis inmunes tuvieron valores
significativamente mas altos de leucotrienos (LT) B4, C4 € histamina en el
mucus intéstinal (Jones y cols., 1990).

Estos resultados indican que, mientras el nimero de mastocitos /

leucocitos globulares estd aumentado por infecciones de adultos, la
sensibilizacién y degranulacién de estas células puede ocurrir tras la
“exposicién larvaria. Esto se ha demostrado mas directamente por la
degranulacién de aislados de mastocitos de la mucosa / leucocitos
globulares por extractos larvarios (Jones y cols., 1992; Bendixsen y cols.,
1995). Aislados de mastocitos de la mucosa de ovejas inmunes a T
colubriformis, cuando son incubadas con antigeno crudo de L3 in vitro, los
niveles méximos secretados de histamina y proteasas procedentes de los
mastocitos en los sobrenadantes aparecen a los 30 minutos de incubacién,
mientras que los niveles maximos de secrecion de leucotrienos no ocurren
hasta las tres horas (Bendixsen y cols., 1995).

- Altos niveles de secrecion de leucotrienos en ovejas inmunizadas
comparadas con otras no inmunizadas también se detectan en preparaciones
tisulares del abomaso e intestino delgado y en contenidos del lumen y del
mucus de la cavidad intestinal, cuando se exponen a larvas o antigenos
larvarios(Douch y col.,1996b), siendo dicha secrecién mucho mayor
cuando las células se exponen a larvas o antigenos homélo 20S.

Estos resultados indican que las ovejas inmunes son capaces de
secretar un rango de mediadores de la inflamacién derivados de mastocitos
en respuesta a la exposicién a nematodos gastrointestinales y que estas
respuestas estan asociadas con la resistencia a estos parasitos. Como sefiald
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" Rothwell (1989), los efectos de los mediadores derivados de mastocitos
sobre el hospedador pueden claramente- resultar en un ambiente hostil para
la supervivencia de los nematodos gastrointestinales debido a los cambios
asociados a la inflamacién en la mucosa gastrointestinal. Debido al amplio
rango de actividades de estos mediadores derivados de los mastocitos, €s
posible que ellos puedan también actuar sobre la supervivencia de los
nematodos (Balic y cols., 2000).

2.10.5.8 Respuesta linfocitaria durante la tricostrongilidosis
2.10.5.8.1 Respuesta linfocitaria durante la infeccion primaria

La infeccién primaria por nematodos gastrointestinales generan
cambios significativos celulares, tanto en los tejidos como en los ganglios
linfaticos adyacentes. Sin embargo, marcadas diferencias se observan entre
reacciones que tiene lugar durante el desarrollo larvario y la infeccion por
adultos asi como entre infecciones producidas por diferentes especies de
nematodos (Balic y cols., 2000).

Los linfocitos reactivos a antigenos han sido cuantificados en
ensayos con extractos  solubles parasitarios, —generalmente  por
homogenizados de L3, en animales con mas de 6 meses de edad. Entre los
7-35 dias post-inoculacién se detectan linfocitos en sangre periférica
reactivos a antigeno después de una unica inoculacién experimental de T.
colubriformis, H. contortus o T. circumcincta (Hanrahan y cols., 1984;
Zajac y cols., 1990; Emery y cols., 1991; Gill y cols., 1991) persistiendo
mas de 72 dias (Kloosterman y cols., 1980).

Por su parte, en infecciones experimentales con L3 de Cooperia spp.,
H. contortus, O. ostertagi y T. colubriformis, las respuestas linfocitarias se
muestran variables en grado, duracién y consistencia, si bien suelen
acontecer entre los 7 y 14 dias de la inoculacion (Adams, 1978). La
situacién es mas compleja en corderos. Los linfocitos sanguineos reactivos a

antigeno en corderos infectados con Haemonchus confortus no se detectan

en animales de menos de 4 meses de edad (Lloyd y Soulsby, 1987). Si bien
tienen lugar estas respuestas linfoproliferativas, en principio, y tanto en
animales jovenes como adultos, la magnitud de la respuesta no presagia un
estado de resistencia (Lloyd y Soulsby, 1987; Shubber y cols., 1984;
Berezhko y cols., 1987; Riffkin y Yong, 1984).
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Las modificaciones de la actividad linfoproliferativa en el caso de las
infecciones primarias, se acompafia de cambios en cuanto al nimero y tipos
de linfocitos presentes en los tejidos. Asi, el mimero de células recuperadas
de la lamina propia del abomaso de terneros tras una infeccién primaria de
200000 L3 de O. ostertagi alcanzan altisimos niveles (7 veces el valor de
los controles) a los 4 dias post-infeccion y caen al nivel de los controles
hacia el dia 28 cuando la poblacion de nematodos adultos esta presente en el
abomaso (Almeria y cols., 1997a). Proporcionalmente, el incremento en el
nimero de células es mas patente dentro de las células B y linfocitos Tyd
con respecto a las células CD4" y CD8". Al mismo tiempo, los linfonddulos
abomasales aumentaron de peso progresivamente, alcanzando su maximo
hacia los 28 dias de la infeccion primaria (12 veces el peso de los controles),
de nuevo con un incremento proporcionalmente mayor de células B y Tyo
(mas del 48% el dia 11 y el 23% el dia 14 respectivamente). Hubo también
un incremento en interleucinas y células que expresan CD25" tanto en la
lamina propia como en los linfonédulos abomasales.

La infeccion primaria de corderos con H. contortus también
determina un incremento del nivel de células B y células Ty, pero en este
caso también se ven incrementadas las células T CD4" en los tejidos
abomasales a los tres y cinco dias post-infeccion (Balic y cols., 1999a) y el
namero total de linfocitos, en particular células B, disminuye en infecciones
por adultos (dias 27-36 post-infeccién). El peso de los linfonddulos
abomasales se dobla tras 5 dias post-infeccion y se mantiene elevado
durante la infeccion por adultos. Una excepcion en la tendencia general es el
caso de O. ostertagi, que en ensayos similares se aprecia que no hay un
incremento de linfocitos TyS en los nddulos linfaticos abomasales, a la vez
que el nimero de células B en los ganglios linfiticos disminuy6 y evidencié
una escasa regulacion por antigenos de vermes adultos en ovejas infectadas
(Balic y cols., 2000).

Otros casos en los que se aprecia cierto grado de inhibicion
linfocitaria es en la infeccion previa con 7. colubriformis, en los que si bien
tiene lugar un aumento de células T en los tejidos intestinales a los 3 dias
post-inoculacién cuando las dosis infectantes son de 20-30000 L3 (Gorrell
y cols., 1988b; McClure y cols., 1992), en inoculaciones con 50000 L3
tiene lugar una reduccién de linfocitos CD8" a las 4 semanas post-infeccion
(Gorrell y cols., 1988b).

Estos resultados de cambios linfocitarios durante la infeccion
primaria, a tenor del momento en el que tiene lugar, sugieren que los
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principales cambios en los tejidos ocurren durante la fase de infeccion
larvaria, mientras que las infecciones-por adultos causan sorprendentemente
poca infiltracién linfocitaria de los tejidos diana. Las infecciones por
adultos, sin embargo, causan una estimulacién significativa en los
linfondulos, particularmente en el compartimento de las células B
(Almeria y cols., 1997a; Balic y cols., 1999a), lo que confirma y completa
los estudios previos de Smith y cols., 1983c, quienes encontraron un
aumento en el nimero de linfoblastos en los linfonddulos géstricos 8 dias
después de una infeccién primaria con 50000 L3 de I. circumcincta
fenémeno que se mantiene mientras estan presentes los vermes adultos en el
curso de la infeccion.

2.10.5.8.2 Respuesta linfocitaria durante la exposicion de animales
inmunizados

Los estudios desarrollados en la década de los ochenta por Smith y
cols. sobre la respuesta inmune local de ovejas durante infecciones y
reinfecciones con el nematodo gastrointestinal 7. circumcincta demostraron
que la exposicion de ovejas inmunes con 50000 L3 resultaba en un
incremento en el nimero de linfocitos en los ganglios linfaticos gastricos,
desde las 24 horas, alcanzando un pico 2-5 dias después de la exposicion,
seguido por un incremento de células plasmaticas, y de IgA que alcanzaba el
pico el dia 6 post-inoculacién (Smith y cols., 1985b). Ademas, Smith y
cols., 1986, mostraron que transfiriendo esta respuesta celular a ovejas

genéticamente iguales pero libres de nematodos, resultaba en una inmunidad

parcial frente a los nematodos gastrointestinales en estas ultimas tanto para
T. circumcincta (Smith y cols., 1986; Smith y cols., 1984a) como para H.
contortus (Smith y cols., 1984b). Como los animales donantes se muestran
inmunes a una nueva exposicién, después de la deplecion de las células en
los linfonddulos gastricos, sugiere que la resistencia en ovejas inmunes
también viene determinada por una poblacién celular residente no
migradora.

Por el contrario en trabajos sobre infecciones de H. confortus en
ovinos inmunizados no demuestran grandes cambios en la poblacidon
linfoide de los tejidos abomasales y linfonédulos cuando no tiene lugar el
establecimiento de las larvas en el tejido (Gorrell y cols., 1988a; Balic y
cols., 1999b), mientras que si se producen cambios significativos en ambos
compartimentos cuando las larvas invaden los tejidos (Balic y cols., 1999b).
En el dltimo caso, se observaron incrementos significativos en las células
Tyd , células B y células T CD4 activadas (Balic y cols., 2000).
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Tampoco se observan diferencias en la poblacién linfocitaria en el
tejido intestinal tras la exposicion de ovejas hiperinmunizadas a 7T
colubriformis (Gorrell y cols., 1988b), mientras que sélo una moderada
infiltracién linfocitaria se observa en el intestino delgado de ovejas
inmunizadas con 3 dosis de 30000 L3 (McClure y cols., 1992). Estas ovejas
inmunizadas mostraron altos niveles de resistencia a infecciones rechazando
la mayoria de los nematodos dentro de las 24 horas del desafio. Por el
contrario, cuando el rechazo tiene lugar un poco mas tarde (entre los dias 3-
14 de la exposicién) tienen un alto nivel de infiltracion. linfocitaria en el
intestino delgado (principalmente células T), alcanzando un pico 5 dias
post-exposicion (Pfeffer y cols., 1996).

Al analizar conjuntamente las poblaciones linfocitarias en los tejidos
con la evolucién sistémica de éstos en modelos en los que se utiliza
Trichostrongylus colubrz’formis se aprecia que el desafio con L3 del
nematodo inducen primero un rapido incremento en la disponibilidad de
células T en el intestino, un rapido secuestro en la limina propia y la
activacién de células T de memoria. A continuacién se produce un
incremento de actividad en el nédulo drenado y con la vuelta al intestino de
las células de memoria, (7 dias después), y posteriormente a la sangre
(McClure y cols., 1991),

En cuanto a la capacidad proliferativa sobre todo en linfocitos de
sangre periférica en general los resultados muestran que la respuesta celular
a infecciones de ovejas sensibilizadas, son mas pronunciadas que en
infecciones primarias, lo que se debe esperar de una respuesta inmune
anamnésica. Estos cambios se manifiestan especialmente por un aumento en
las células Ty, las células B y células T CD4, mientras que las células CD8
generalmente se mantiene sin cambios o disminuyen en su ndmero. Esto
coincide con la falta de un papel funcional observado en los linfocitos CD8
en las infecciones por helmintos en roedores (Finkelman y cols., 1997;
Bancroft y Grencis, 1998), y el papel crucial de los linfocitos T CD4 en la
inmunidad de los rumiantes a las infecciones por nematodos
gastrointestinales establecido por estudios de deplecién de CD4 (Gill y
cols., 1993b)., como demuestra el hecho de que una deplecion cronica de
células Ty (T19+) y células CD8 con anticuerpos monoclonales resultan

en un aumento en la proteccién a la infeccion por 7. colubriformis
(McClure y cols., 1995).
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A pesar de que, Riffkin y Dobson, 1979, si atribuyen a esta
respuesta una mayor resistencia, otros trabajos demuestran lo contrario. En
cualquier caso, independientemente de que tenga o no lugar una mayor
capacidad de respuesta de los linfocitos a los reinfecciones, este fendémeno
no se encuentra relacionado con una mayor resistencia. Algunos ejemplos
apoyan esta afirmacion. Asi en inoculaciones con L3 de H. contortus en
animales inmunes, si bien los linfocitos sanguineos periféricos responden de
manera significativa a antigenos larvarios, muy por encima de la reaccion
observada en animales no inmunes, el rechazo a la reinfeccién no es mas
elevada, de hecho en algunos casos el nimero de vermes que completa el
ciclo es superior en animales que mostraron esta mayor receptividad en sus
linfocitos (Gill y cels., 1991). Este estudio coincide con otros trabajos
realizados con otros nematodos gastrointestinales como Trichostrongylus
colubriformis en los que tampoco se encuentra que esa mayor proliferacion
linfocitaria se refleje en una respuesta mas eficaz, no obteniendo diferencias
significativas en los recuentos de adultos en abomaso al final de la
experiencia (Windon y Dineen, 1981).

De todos modos la consulta de citas bibliograficas que analizan estas
capacidades linfocitarias, reflejan que pueden estar sujetos a distintos
factores que pueden determinar modificaciones de la tendencia general. Asi
en el propio caso de H. contortus pueden observarse inhibiciones de la
capacidad linfoproliferativa a antigenos después de las reinfecciones,
manteniéndose la  capacidad proliferativa inespecifica a lectinas
(fitohemaglutinina) y lipopolisacéridos (Gill y cols., 1991), mientras que en
otros casos como O. ostertagi, T. axei se han observado inmunosupresiones
generalizadas en las reinfecciones (Snider y cols., 1986).

2.10.5.9 Respuestas de las citocinas durante la tricostrongilidosis

La identificacién y manipulacion de la respuesta de citocinas tiene un
gran impacto sobre la comprensién de los mecanismos inmunes implicados
en las infecciones por helmintos en modelos murinos. (Finkelman y cols.,
1997; Bancroft y Grencis, 1998). Pocos trabajos han estudiado la respuesta
de las citocinas en las infecciones gastrointestinales por nematodos en los
rumiantes utilizando principalmente la tecnologia RT-PCR para detectar
RNAm especifico para la expresion de estas citocinas. Como cada vez hay
disponible nuevos reactivos (en particular anticuerpos monoclonales), se
espera que esta area sufra un importante avance en los préximos afios (Balic
y cols., 2000).
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2.10.5.9.1 Respuesta de las citocinas durante la infeccion primaria

Los analisis de RT-PCR de linfocitos aislados desde Ia limina propia
del abomaso de terneros con infecciones primarias de O. ostertagi indican

que hay un incremento en la expresién de IL-4 e INFy cuando los
examinamos a los 10 y 60 dias post-inoculacién (Almeria y cols., 1997b).
Las células de los linfonédulos abomasales de terneros con infecciones
primarias mostraron una disminucién en la expresion del RNAm de IL-2 y
un aumento en la expresion del RNAm de la IL-4, IL-10 e IFNy, después de
la infeccién (Canals y cols., 1997). =

Respuestas similares han sido observadas en los ganglios linfiticos
abomasales de ovejas infectadas con H. contortus (Balic y cols., 1999a).

2.10.5.9.2 Respuesta de las citocinas en animales inmunizados

Los valores de expresion de RNAm para las citocinas se
determinaron por RT-PCR en los linfocitos derivados de linfonédulos
abomasales de terneras inmunizadas con infecciones abreviadas de O.
ostertagi, y expuestas posteriormente a L3 del parésito. Estudiando los
niveles de expresion de RNAm de las citocinas en este estudio, 10 dias post-
infeccion, se detectan valores de expresién de RNAm de IL-4, IL-10, TGFB
e INFy fueron generalmente menores en terneros inmunizados que en
terneros no inmunizados (Almeria y cols., 1998). Los autores sugieren que
estos bajos niveles de expresién de la IL-4 en animales inmunes comparado
con animales no inmunizados, se pueden deber, bien al bajo mimero de
nematodos y por tanto bajo nivel de estimulacién del sistema inmune local o
bien que la IL-4 no esta asociada con mecanismos protectores contra O.
ostertagi.

Cambios significativos en la expresién de citocinas tras la exposicion
de ovinos inmunizados con H. contortus sdlo se detectaron en el grupo de
animales que demostraron una respuesta celular significativa en los tejidos
abomasales y ganglios linfiticos tras la exposicién (Balic y cols., 1999b).
En este caso, la expresion del RNAm de IFNy en los tejidos fue mayor los
tres dia siguientes a la exposicién y los niveles detectables de RNAm de IL-
4 sdlo se encontraron en los tejidos a los 5 dias de infeccidn.

Mientras que la evolucién de la poblacién linfocitaria de los
linfonédulos drenados son generalmente reflejo de los tejidos infectados,
especialmente durante las infecciones larvarias (Balic y cols., 1999a), la
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expresion de algunas citocinas puede variar ampliamente entre los nodulos
linfaticos y los tejidos de animales infectados, en parte debido a la poblacion
no linfocitaria tisular que contribuyen al patron de citocinas tisulares.
Ademss, la expresion de las citocinas puede ser répidamente regulada tanto
al alza como a la baja, y esto es importante para analizar diferentes periodos,
especialmente cuando evaluamos la respuesta a la infeccion larvaria que va
desde 1a L3 hasta la L5 en los primeros 10 dias (Balic y cols., 2000).

Desde los datos expuestos, parece que mientras que hay un
incremento en la expresion del RNAm de la IL-4 en algunos modelos de
infecciones gastrointestinales en rumiantes, lo que era de esperar, a partir de
estudios de infecciones por nematodos en roedores (Finkelman y cols.,
1997; Bancroft y Grencis, 1998) esta expresion no siempre se corresponde
con proteccién. Mientras algunos autores sugieren que estos resultados
indican que el paradigma de respuesta Th1l / Th2 no se puede aplicar en las
infecciones gastrointestinales en rumiantes, todavia disponemos de pocos
datos para poder aceptar o rechazar esta idea.

2.10.5.10 Respuesta de los anticuerpos en la tricostrongilidosis

Hasta la fecha, la mayoria de los estudios que examinan la cinética
de la respuesta de los anticuerpos durante las infecciones parasitarias han
empleado preparaciones de antigeno crudo de diferentes fases del desarrollo
parasitario. Esto dificulta comparar directamente los resultados obtenidos
entre diferentes laboratorios, puesto que la presencia o ausencia de una
molécula antigénica especifica dentro de la mezcla generalmente no esta
bien definida y puede variar ampliamente dependiendo, por ejemplo, de los
diferentes métodos de extraccion empleados. Los resultados obtenidos con
mezclas de antigeno crudo son por lo tanto complicados por la naturaleza
inespecifica de algunos de los anticuerpos (De Graaf y cols., 1994) y
respuesta celular (Torgerson y Lloyd, 1992) observadas en animales
parasitados y / o inmunizados. Ademas, la aparentemente baja reactividad
frente algunos homogenizados parasitarios podria deberse a la dilucion del
antigeno con proteinas poco relevantes. Por ejemplo, la reaccién de las
células T es detectable con antigeno de ES (excretor / secretor) pero no con
el extracto del homogenizado del verme adulto completo (Scalling y cols.,
1994b) y estudios de micro-diseccién han mostrado que la mayor parte de la
reactividad contra el adulto de H. contortus se localiza en la region
esofagica, donde se origina la mayor parte del excretor / secretor (Takats y
cols., 1995).
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Los antigenos de nematodos estdn compuestos por productos de
excrecidn-secrecién (ES) y antigenos cuticulares y somaticos. Se estudian
sobre todo por su papel inmunoprotector, pero también son de interés
aquellos que provoquen inmunomodulacién o lesiones inmunopatolégicas.

Numerosos trabajos relacionan una fuerte respuesta inmunitaria
sistémica asociada a la presencia de Ostertagia ostertagi en el abomaso en
bovinos, al encontrar incrementos séricos de lo principales isotipos de Ig
reactivos a gran variedad de antigenos parasitarios, tanto tras 3 6 4 semanas
de realizar inoculaciones experimentales (Camals- y Gasbarre, 1990;
Mansour y cols., 1990) como a los dos meses de exponer ovinos no
inmunizados a pastos infectados con trichostrongilos (Gronvold y cols.,
1992; Gasbarre y col, 1993a; Nansen y cols., 1993). Vacas repetidamente
infectadas con O. ostertagi muestran en suero: IgG1, IgG2, IgA, IgM e IgE
especificas (Klesius y cols., 1986; Canals y Gasbarre, 1990; Mansour y
cols., 1990),

2.10.5.10.1 Captura y presentacion de antigenos

La mayor parte de los antigenos que alcanzan el lumen intestinal son
capturados por células de la mucosa especializadas denominadas células M
que se disponen sobre las placas de Peyer, donde los antigenos seran
procesados y presentados por macréfagos subepiteliales o por células
dendriticas a las células T. Los antigenos solubles pueden ser también
capturados por las células epiteliales, macrofagos subepiteliales o por
células dendriticas. También pueden penetrar entre las células epiteliales y
ser presentados a las células T de la lamina propia o intra epiteliales. La
resultante activacion de las células T induce la diferenciacién y estimulacién
de los linfocitos B, y migran a través de los vasos linfiticos aferentes para
drenar a los nodulos. Aqui, proliferan y se diferencian, para recircular via
vasos eferentes y sanguineos a la lAmina propia a lo largo del tracto
gastrointestinal. Una segunda exposicién al antigeno induce una respuesta
local antigeno-especifica de IgA, una produccién de citocinas, inflamacion y
respuesta linfoide (McClure y Emery, 1994),

En rumiantes s ha demostrado la captura de antigenos por las
células epiteliales M en recto y sobre las placas de Peyer en el yeyuno de
bovinos y ovinos (Liebler y cols., 1991; Landsverk, 1987), sin embargo
puede ser que en rumiantes, no ocurra la cldsica manera de presentacion de
antigenos por las células epiteliales porque estas células no expresan la
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molécula MHC-II (Press y cols., 1991; Gorrell y cols., 1988b; McClure y
cols., 1992).

2.10.5.10.2 IgG

La presencia de IgG refleja la exposicion a nematodos
gastrointestinales y los titulos encontrados en vacas lecheras al final de la
primera estacion de pastoreo estan correlacionadas con diferentes niveles de
exposicion. El incremento experimentado tras dos estaciones de pastoreo,
indican la importancia del contacto con el parésito durante el primer afio
(Ploeger y cols., 19902a). a

Como es de esperar, la respuesta serologica frente a los nematodos
gastrointestinales son generalmente de gran magnitud y desarrollan un pico
muy pronto, tanto tras infecciones primarias como secundarias. La IgGl
alcanza su pico el dia 35 post-infeccién primaria de O. ostertagi en el suero
de terneros medida con ELISA con tres preparados antigénicos: extracto
somatico de adultos (AS) larvas L4 / L5 (MS) o con preparaciones de
antigeno excretor-secretor recogidas in vivo de L4 (Canals y Gasbarre,
1990). Tras un tratamiento y una reinoculacién, el pico de respuesta de
extractos de larvas (L4 / L5) y antigeno excretor-secretor acelero,
apareciendo a los 14 y 21 dias respectivamente tras la segunda infeccion,
mientras que la respuesta al AS fue mucho més lenta en desarrollarse y
menos pronunciada (Canals y Gasbarre, 1990; Mansour y cols., 1990). La
respuesta sérica a 1gG aumenta rapidamente y alcanza mayores niveles tras
una infeccién secundaria con H. confortus si comparamos una infeccion
primaria al utilizar antigeno excretor-secretor y somatico de adultos y el
extracto somético de L3 (Schalling y cols., 1994 a; 1994b; 1995).

En todas los modelos infectivos estudiados, la IgG1 es el isotipo
serologico predominante respecto al otro isotipo IgG2 con diferentes
extractos parasitarios y fases larvarias (Cross y cols., 1988; Canals y
Gasbarre, 1990; Gill y cols., 1993b; Hilderson y cols., 1993a; Schaling y
cols., 1995; Hilderson y cols., 1993a). La incubacién in vitro de T.
colubriformis en suero de hospedadores con IgGl disminuye la ovoposicion
(Bone y Klesius, 1986). Pero en dos ensayos en los que se pretendia
transferir inmunidad frente a nematodos gastrointestinales, no tuvieron €xito
(Kloosterman y cols., 1980; Adams y cols., 1980).

La respuesta serologica (IgG) en animales inmunizados también
muestra diferencias en funcién del antigeno con el que se induce dicha
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inmunizacién. Asi, estas respuestas se desarrollan de forma mas temprana
en animales inoculados con extractos larvarios que los inmunizados con
antigenos de vermes adultos, si bien en este caso las respuestas se muestran
mas consistentes (Wedrychowicz y cols., 1994).

2.10.5.10.3 IgA

La IgA apenas es detectable en suero, de hecho la presencia de IgA
en suero podria indicar un rebosamiento de la IgA presente en la luz
intestinal tras una importante estimulacién antigénica que provoca un
importante incremento en su produccibn y que parte de esta
inmunoglobulina se detecte en sangre periférica (Frankena, 1987). El bajo
nivel sérico de la respuesta a IgA est4 de acuerdo con su produccion local y
se ha detectado en el mucus (Sinski y cols., 1995b), los tejidos (Gill y cols.,
1993a; Stear y cols., 1995b) y los ganglios linfaticos (Smith y cols., 1983c;
Bowles y cols., 1995) de animales infectados.

Su presencia en infecciones por O. ostertagi es importante cuando
hay vermes adultos y esta fuertemente asociada a la salida de adultos de la
mucosa abomasal (Thatcher y cols., 1989). Otros autores, sin embargo,
‘detectan bajos niveles de IgA especifica en el suero de animales infectados
y se asocia predominantemente con las fases larvarias mas que con los
parésitos adultos (Canals y Gasbarre, 1990; Schalling y cols., 1994a;
1995). Stear y cols., 1995a, por su parte, sugieren que en ovinos infectados
por Teladorsagia circumcincta, la IgA local inhibe el desarrollo de los

- vermes.

En ratones, las células Thl, estimulan la produccién de IgG2a e
IgG2b, mientras que las células Th2 estimulan la produccién de IgA, IgGl e
IgE (Mosmann y cols., 1986; Cher y Mosmann, 1987). Esto parece indicar
que la IgA y la IgGl no estén correlacionadas negativamente en este
modelo, sin embargo en los rumiantes, dado que si se observan
correlaciones negativas entre estos isotipos, es posible que la regulacion de
la IgG1 y la IgA se deba a distintos clones de células Th (Sinski y cols.,
1995a). Ademas es posible observar una débil correlacion entre Ia IgA dela
mucosa y la IgA plasmética, de 0.48 y 0.63, lo que puede deberse a que a
determinados valores umbrales de anticuerpos no sean correctamente
detectados por las técnicas empleadas. También puede ser que la
transferencia de la IgA de la mucosa al plasma sea menos eficiente a
concentraciones bajas de IgA en la mucosa. En cualquier caso, obviamente
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la IgA plasmética no es un buen indicador de la IgA presente en la mucosa
del abomaso (Sinski y cols., 1995a).

Con respecto a la respuesta serologica secundaria referente a este
isotipo. Se aprecia que en animales sensibilizados a antigenos sométicos (L4
y vermes adultos) de T. circumcincta, al ser reinfectados se aprecia un
notable incremento de las inmunoglobulinas IgA especificas a nivel sérico.
Al evaluar estas respuestas a nivel local, se constata que esos incrementos
también se manifiestan tanto en la mucosa del abomaso como en la bilis,
fenbémeno que no tiene lugar con otros isotipos, circunstancia que se explica
al considerar que los diferentes isotipos estan regulados por clones de
células T helper especificos (Stevens y cols., 1988).

Asi mismo, otros trabajos parecen indicar que la sensibilizacién con
diferentes antigenos parasitarios (L4, L3, productos de excrecion
secrecion...) no modifican estas respuestas locales, considerandose que este
fenémeno se asocia a la presencia de epitopos comunes en los distintos
antigenos utilizados (Sinski y cols., 1995a) ...

2.10.5.104 IgE

No estd claro el papel de la IgE en los rumiantes, pero se han
encontrado altos niveles de IgE en vacas infectadas con O. ostertagi cuando
hay larvas secuestradas en la mucosa (Thatcher y cols., 1989), si bien en
condiciones naturales, la procedencia y niveles de IgE especificos puede ser
diferentes, tal vez debido a las regimenes de infeccion de cada caso (Baker
y Gershwin, 1992; 1993).

Los anticuerpos monoclonales anti-IgE ovina estan disponibles desde
hace algin tiempo, lo que ha permitido realizar analisis detallados de los
niveles de IgE especificos y totales durante infecciones primarias y
reinfecciones con distintos nematodos gastrointestinales (Kooyman y cols.,
1997; Shaw y cols., 1998). En estos casos se ha observado un incremento de
los niveles de IgE especificos y totales con un pico a las 2-3 semanas de la
infeccion (Kooyman y cols., 1997; Shaw y cols., 1998). Esta tendencia
general no ha sido corraborada en algunos casos lo que se justifica por la
utilizacién de distintos protocolos en la deteccién de estas inmunoglobulinas
o incluso en los protocolos experimentales utilizados en cada caso, mas que
a una diferencia genuina inducida por distintas especies parasitarias (Balic y
cols., 2000; Huntley y cols., 1998).
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2.10.5.10.5 Corolario

En resumen, incrementos sistémicos de IgG1, IgG2 e IgE especificas
de nematodos se han detectado en infecciones gastrointestinales primarias
de rumiantes, mostrando generalmente una respuesta acelerada y aumentada
durante reinfecciones. La respuesta de la IgA estd también tipicamente
asociada a estas infecciones, mucho mas importante en las mucosas.
Ademas, los diferentes isotipos de respuestas parecen adaptarse a diferentes
fases de la infeccion por nematodos. En el futuro, el objetivo debera ser
mejorar, definir, purificar antigenos, bien nativos, bien recombinantes,
algunos de los cuales incluso ya estan caracterizados para definir de forma
mas precisa estas respuestas (Balic y cols., 2000).

2.10.6 Mecanismos parasitarios de evasién de la respuesta inmune

Gracias a estudios realizados en ratones, se sabe que la respuesta
inmune puede seguir dos caminos divergentes, que son modulados en
funcion de la mayor o menor presencia de unas moléculas mediadoras
conocidas como linfocinas. En ratones, la liberacion de estas linfocinas
depende de linfocitos T helper (Th). Existen dos grandes subpoblaciones de
linfocitos Th en ratones, los Thl y los Th2, cada uno de los cuales origina
dos patrones inmunitarios. Estas dos respuestas se debe a la estimulacion de
diferentes linfocitos T cooperadores (helper). El resultado es la liberacion de
diferentes citocinas, cada una de las cuales tiene efectos diferentes en
funcion de la existencia de diferentes receptores especificos para cada una
de ellas en la superficie de las células efectoras. Como consecuencia pueden
exhibir gran cantidad de efectos que van desde la estimulacién hasta la
inhibicién. El entramado de citocinas pueden tener efecto sobre una misma

célula, con un mismo efecto, e incluso con efectos diferentes (Gasbarre y
cols., 2001).

Las linfocinas dominantes en la respuesta por Thil son la IL2 y IFN-
Y, ¥ generan una respuesta de hipersensibilidad retardada. Es la respuesta
predominante en infecciones por parasitos intracelulares. Por su parte, en la
respuesta por Th2, las linfocinas predominantes son la IL4, IL5 e IL10 y
generan una inmunidad inmediata. Este altimo tipo de respuesta es la mas
relevante en infecciones por parasitos extracelulares, particularmente
helmintos (Urban y cols., 1992), y también es la respuesta predominante en
parasitaciones por nematodos gastrointestinales (Svetic y cols., 1993).
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En bovinos, el perfil de linfocinas de cada clon celular no es tan
restrictivo como en los modelos murinos (Brown y cols., 1993; 1994)
aunque al analizar en su conjunto la respuesta inmunitaria predomina una de
estas respuestas. Al estudiar las linfocinas en la mucosa en rumiantes tras
una primera exposicion al parasito se encuentran en mayor cantidlad RNAm
para la IL4, que es el principal indicador de respuesta Th2 (Canals y cols.,
1997: Gasbarre y cols., 2001), asi como niveles séricos elevados de IgG1,
IgE y gran cantidad de mastocitos en la mucosa del abomaso (Gasbarre y
cols., 2001). Esto hace pensar en una respuesta inmunitaria similar a la que
se produce en ratones (Svetic y cols., 1993). La IL4 se ha demostrado que
esta directamente implicada en la inmunidad protectora frente a nematodosis
gastrointestinales de los ratones (Urban y cols., 1991; 1995), sin embargo,
en bovinos infectados con O. ostertagi con un nivel elevado de IL4 no se
alcanza una inmunidad protectora, a diferencia de lo que ocurre en roedores,
donde un incremento en la produccién de IL4 determina una reduccion de la
fecundidad de los vermes (Urban y cols., 1995). Puede ser que en bovinos
suceda igual, aunque parece claro que hacen falta otros mecanismos para
conseguir la inmunidad protectora (Finkelman y cols., 1997).

En el caso concreto de la ostertagiosis bovina, aunque la respuesta
predominante sea la del tipo Th2, lo cierto es que se ponen en juego algunas
citocinas que hacen pensar que no se trata de una respuesta Th2 simple
(Gasbarre y cols., 2001), y que se ven involucrados distintos mecanismos
efectores (Else y Finkelmann, 1998).

Entre las citocinas que se detectan en la ostertagiosis bovina y que
no aparecen en parasitaciones por nematodos gastrointestinales en el modelo
murino, destaca particularmente el IFN-y (Canals y cols., 1997; Almeria y
cols., 1997a). Este hallazgo resulta particularmente interesante porque
tradicionalmente se ha considerado a la IL4 y el IFN-y que regulaban de
forma opuesta la respuesta inmunitaria. De hecho, esta regulaciéon cruzada
lleva a que se les considere como los principales factores que dirigen la
respuesta inmunitaria hacia una respuesta Thl o Th2 (Gasbarre y cols.,
2001).

Asi mismo la poblacion celular efectora que normalmente se
encuentra en los tejidos que rodean al parésito es un tanto atipica. Entre los
cambios que se detectan en los tejidos adyacentes al parasito destacan la
hiperplasia de mastocitos en la mucosa del abomaso, la aparicion de
leucocitos globulares, la eosinofilia, el incremento en la producciéon de
mucus y la mayor actividad y masa de la musculatura lisa del intestino
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(Balic y cols., 2000). Pero si bien Ostertagia parece temer una gran
capacidad para estimular a gran variedad de poblaciones linfocitarias, pero
muy pobre para inducir la estimulacion de células efectoras, lo que sugiere
que tal vez sea capaz de eludir la respuesta inmune (Gasbarre y cols.,
2001). Varios son los mecanismos propuestos para esta evasion, desde la
induccién a la generacion de células supresoras (Klesius y cols., 1984), Ia
activacion policlonal del sistema inmune (Gasbarre, 1986) o bien la
elaboracién de productos que regulan el crecimiento celular (De Marez y
cols., 1997).

Muchos autores coinciden en sefialar la capacidad de Ostertagia spp.
de provocar efectos inmunosupresores no especificos. La mayoria de estos
trabajos encuentran reducciones significativas y transitorias en la respuesta
in vifro a mitégenos de linfocitos procedentes de sangre periférica de
bovinos infectados (Klesius y cols., 1984; Cross y cols., 1986; Snider y
cols., 1986; Wiggin y Gibbs, 1990), sin embargo esta respuesta no tiene
lugar con linfocitos procedentes de los ganglios abomasales (Wiggin y
Gibbs, 1990).

Este mismo tipo de respuesta también ha sido observado en
linfocitos esplénicos murinos al cultivarse con fracciones proteicas de L4 de
este nematodo (Cross y Klesius, 1989). Otro factor que contribuye a
reafirmar el papel supresor sobre la respuesta inmunitaria no especificas que

‘adopta Ostertagia en el hospedador, es la disminucién sérica de IgG
circulantes en vacas inmunizadas con un antigeno proteico no relacionado
(Mansour y cols., 1991; 1992). Presumiblemente, esta inmunosupresion
podria ser una explicacion para el lento desarrollo de la inmunidad frente a
O. ostertagi.

También durante las infecciones por Ostertagia ostertagi se ha
observado una disminucién de la respuesta inmune especifica (Gasbarre ,
1997a). Poco después de la infeccion hay gran cantidad de células reactivas
a Ostertagia en los linfonédulos regionales, pero a medida que la infeccion
perdura, su mnimero disminuye, incluso en bovinos previamente
inmunizados (Gasbarre, 1986; 1994). Una posible explicacién a esta
pérdida de células T reactivas a Osterfagia puede ser que el parasito
provoca también una estimulacién policlonal de especificidad diferente
(Gasbarre, 1986). Estudios recientes muestran que las infecciones por
Ostertagia aumentan el porcentaje de linfocitos B en los tejidos locales
(Baker y cols., 1993c; Almeria y cols., 1997a; Canals y cols., 1997). Esta
estimulacién policlonal de linfocitos B se postula como un potente
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inmunosupresor tanto en infecciones por protozoos (Gasbarre y cols.,
1980; Sacks y cols.; 1980) como por helmintos (Crandall y cols., 1978).
Por tanto, aunque ain queda por demostrar concluyentemente que la
inmunosupresién es un signo importante y fehaciente en las infecciones por
Ostertagia ostertagi, parece cierto que en determinados periodos del ciclo
parasitario, este efecto tiene lugar. Estudios futuros deberan orientarse en
considerar la magnitud y mecanismos de esta inmunosupresioén y el impacto
que ésta puede tener sobre la salud del rebafio, particularmente en sistemas
de explotacién intensivos (Gasbarre, 1997a).

Si se asume que las infecciones por Ostertagia ostertagi resultan en
inmunosupresiones del hospedador, la principal cuestion serd determinar si
esto afectard la productividad. Esto resulta dificil de evaluar. Dos son los
posibles ensayos que se pueden plantear, la evaluacion de la eficacia de la
vacunacion en rebafios parasitados y no parasitados y medir los niveles de
infeccién por otros agentes infecciosos, parasitarios etc.. Obviamente, este
ultimo método es dificil de realizar de forma adecuada, en particular si el
rebafio es muy grande o aparecen enfermedades graves (Gasbarre, 1997a).
Es por esto por lo que los estudios que se realizan actualmente en esta linea
se centran en evaluar las vacunaciones. En esa linea, Yang y cols., 1993b,
no encontraron diferencias en titulos séricos de Ig después de vacunar contra
Brucella abortus y rinotraqueitis bovina a vacas infectadas con O. ostertagi
y Cooperia al comparar vacas tratadas con otras sin tratar. Sin embargo, en

otro ensayo similar si se observa que tardan més en alcanzar la inmunidad -

vacunal las vacas, tratadas o no, que estan o han estado parasitadas
recientemente que un grupo de vacas no parasitadas, aunque tras el retraso,
los niveles de Ig son finalmente iguales (Yang y cols., 1993a). Es posible
que otros elementos como el stress, malas practicas de manejo, genética de
los animales, cargas parasitarias, etc. puedan potenciar el efecto
imunosupresor (Gasbarre, 1997a).

También en infecciones por Haemonchus contortus en ganado
caprino se han encontrado una supresion especifica de la respuesta
linfoproliferativa frente a antigenos parasitarios de linfocitos procedentes de
sangre periférica, correlacionandose con la incapacidad de los animales para
adquirir resistencia. Esta inespecificidad de la respuesta, se ha explicado
mediante la deplecion de linfocitos sensible al antigeno parasitario (Adams,
1978), o bien porque exista algun antigeno supresor especifico de los
linfocitos (Gills y cols., 1991).

2.10.7 Valoracion del grado de inmunidad
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Hoy resulta imposible medir de una forma tangible el grado de
inmunidad adquirida por los rumiantes frente a los nematodos
gastrointestinales. Por esto se recurre a estimaciones como puede ser evaluar
directamente la resistencia del hospedador por medio de los recuentos de
huevos fecales o indirectamente, por medio de la determinaciéon del
pepsinégeno sérico o las concentraciones de anticuerpos. Estos pardmetros
se pueden determinar al final del pastoreo o al principio de la estabulacién,
y reflejan el nivel de exposicion a la infeccién durante la primera temporada
de pastoreo y se pueden emplear como indicadores para predecir si un
animal va a adquirir inmunidad (Vercruysse y Claerebout, 1997).

El desarrollo de inmunidad frente a Ostertagia ostertagi depende
probablemente de la magnitud de la infeccién y de la duracién de la
exposicion, aunque algunos autores no son de esta opinion (Vercruysse &
Claerebout, 1997). Estas discrepancias pueden ser el resultado de que no en
todos los estudios realizados se ha procedido siguiendo los mismos disefios
experimentales, con lo que las exposiciones al parasito varian mucho en
cuanto al nivel y duracién a la exposicion

Hilderson y cols., 1993b, comprobaron que inoculaciones
experimentales de bovinos con distintos niveles de parasitacién (4000-
50000 L3 / semana) durante 18 semanas, tras ser tratados y expuestos a
150000 L3 no se aprecian diferencias significativas en el niimero de vermes
que completan el ciclo aunque si se encontraron diferencias en la poblacién
de parasitos, con un 35% de L4 secuestradas en los terneros infectados
previamente con el mimero mas elevado de L3, concluyendo con ello que la
inmunidad puede ser responsable del arrestro de L4 (desarrollo retrasado) y
que en estos protocolos de inoculacion largos (18 semanas), la duracién o el
tiempo que se mantenga el “contacto” entre parasito y hospedador juegue un
papel mas importante que la propia intensidad de la infeccién. Conclusiones
similares fueron también aportadas previamente por Herlich, 1982 y por
Michel, 1970.

Por el contrario, Ploeger y cols, 1995, al simular una infeccion con
dosis crecientes de L3 de O. ostertagi durante la primera estacién de
pastoreo, y someter los animales a un desafio tras un periodo de
estabulacion (estabulacién invernal) no aprecian un aumento de la
resistencia, e incluso llegan a observar una correlacidn negativa entre el
numero de vermes totales y el grado de exposicion, aunque en ningin caso
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llegaran a constatar el estatus inmunitario en lo que a la resistencia se
refiere, antes del periodo de estabulacién.

Como ya indicabamos, diferentes parametros se pueden estudiar para
tratar de evaluar el efecto y/o estatus inmunitario de los parasitos sobre el
hospedador, es el caso de la ganancia de peso, el pepsinégeno plasmitico, la
carga abomasal de vermes y el nmimero de mastocitos en la mucosa (Barret
y cols, 1998). En cualquier caso, es probable que cada parasito tenga
determinados indicadores que nos den una mejor aproximacion a la carga
parasitaria real. Por ejemplo, parece ser que el mejor indicador de la
resistencia frente a Cooperia spp., en funcion del mimero de vermes capaces
de desarrollarse en un desafio es mediante el recuento fecal de huevos. Sin
embargo en las infecciones por O. ostertagi guardan una mayor correlacion
con otros parametros como el pepsinégeno plasmético (r = 0.7), la ganancia
de peso (r = -0.5) y ciertos indicadores de anemia (r = 0.5) (Gasbarre,
1997h).

En referencia a 7. circumcincta, la relacion entre resistencia y estos
parametros, la informacion de la que disponemos es la siguiente.

2.10.7.1 Ganancia de peso

Hay resultados dispares en este apartado, pues mientras que Barret y
cols., 1998 no observan diferencias entre ovinos inoculados con dosis
repetidas de 7. circumcincta y no inoculados, en otros casos si se aprecian
una ganancia de peso en animales previamente inoculados (Sykes & Coop,
1977; Jackson & Christie, 1984).

2.10.7.2 Pepsindgeno plasmatico

Este parametro parece guardar una estrecha relaciéon con el nimero
de vermes que desarrollan su ciclo enddogeno, de hecho se aprecian
correlaciones positivas entre ambos paramatros, aunque sin significacion
estadistica (Stear y cols., 1995¢), ya que empieza a mostrarse mas elevado a
partir de las 2 semanas de la inoculacién (Barret et al., 1998; Sutherland,
1999) con un pico que suele situarse a las 6 semanas p. i. (Stear y cols.,
1995¢).
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Si se trata de animales inmunizados, también comienza a subir los
niveles plasmaticos del pepsindgeno la segunda semana, si bien con niveles
menores que durante la primera infeccion (Stear y cols., 1995¢).

2.10.7.3 Carga abomasal de vermes

Trabajos recientes que analizan este parametro en corderos
inmunizados con 7. circumcincta, muestran que la carga abomasal de
vermes adultos y formas inmaduras es menor que en animales expuestos por
primera vez. El porcentaje de machos y hembras no paece verse modificado
en estos casos (Barret y cols., 1998).

2.10.7.4 Recuentos fecales de huevos

En inoculaciones con 7. circumcincta en ovinos, al realizar un
seguimiento de la liberacién en heces de huevos del nematodo durante
primoinfecciones y tras desparasitar y volver a inocular a los animales, se
valora el comportamiento en la liberacién de huevos en los animales
previamente inmunizados. Asi, durante la primoinfeccion, el pico de huevos
tiene lugar a la 7* semana p.i., al igual que sucedi6 en la segunda
inoculacién, aunque la diferencia radic6 en la menor cantidad de huevos de
vermes liberados en promedio por los animales en esta segunda inoculacidn.
Durante esta segunda inoculacién, el periodo de prepatencia varid entre
animales, encontrandose mayores periodos de prepatencia en aquellos
animales con menores recuentos de huevos. Los autores de esta experiencia,
encontraron una importante correlacion entre el niimero de vermes recogido
en abomaso y los recuentos fecales de huevos (r = 0.63, p<0.01), (en
realidad, la variable transformada de logaritmo en base 10 de recuentos
fecales de huevos) lo que da idea de su posible utilidad a la hora de valorar
la relevancia de la parasitacion (Stear y cols., 1995c). Estas altas
correlaciones son similares a las detectadas en otros trabajos (r = 0.88)
(Stear y cols., 1995d). Sin embargo, en exposiciones prolongadas, esta
correlacion entre el recuento fecal de huevos y el mimero de vermes
presentes en el abomaso va disminuyendo (Michel, 1963; 1970; Michel y
cols., 1973; Gasbarre y cols., 2001).

2.10.7.5 Numero de mastocitos en la mucosa
También se detectan importantes diferencias en el nfimero de

mastocitos de la mucosa del abomaso en animales inmunizados y no
inmunizados tras una moculacién experimental con L3 de T circumcincta
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(p<0.001). Ademss, este parametro muestra una buena correlacion entre el
nimero de mastocitos en la mucosa y el recuento final de vermes en el
abomaso (r= 0.72) (Barret y cols., 1998).

2 10.7.6 Eosinofilia como indicador de nematodosis gastrointestinal

La eosinofilia es un hallazgo comuin en la ostertagiosis, (Dawkins et
al, 1989; Buddle et al, 1992; Dobson et al, 1992; Stevenson et al, 1994;
Wiggin y Gibbs, 1990) y en general en las tricostrongilidosis (Patterson y
cols., 1996; Doligalska y cols., 1999; Rainbird y cols., 1998; Amarante y
cols., 1999; Dorchies y cols., 1997). Se le atribuye un papel relevante en la
respuesta defensiva del hospedador a la invasién parasitaria, y su efecto
protector del hospedador se concentra en la accion directa sobre las fases
larvarias que colonizan los tejidos. La eosinofilia tisular es una respuesta
inflamatoria que desarrolla la mucosa del abomaso, sin embargo, dicha
respuesta es mas rapida tras una exposicion previa a T. circumcincta que
cuando el hospedador se expone por vez primera (Stevenson y cols., 1994),
e incluso, en exposiciones en animales inmunizados puede ser de mayor
magnitud (Stear y cols., 1995¢). En bovinos inoculados con L3 de O.
ostertagi o a extractos larvarios de L3 de dicho parasito sucede lo mismo
(Wiggin y Gibbs, 1990; Washburn y Klesius, 1984; Klesius y cols.,
1985b; Klesius y cols., 1986). Se considera a los eosinofilos células
efectoras en las nematodosis gastrointestinales (Butterworth, 1984) y su
actividad estd modulada por mecanismos mediados por células especificos
(Urban y cols., 1992). En definitiva, esta reaccion inflamatoria local es de
gran importancia en las reacciones de proteccion que desarrolla el
hospedador frente al parésito, especialmente en las infecciones secundarias
(Stevenson y cols., 1994; Moqbel, 1986) y también son importantes en
infecciones primarias, aunque no siempre en estas primoinfecciones es el
patron predominante, en ocasiones es la estimulacion linfocitaria el factor
mas importante (Smith, y cols., 1983b). Algo similar sucede con las
infecciones primarias de H. contortus (Huntley vy cols., 1987).
Ocasionalmente, en algunas experiencias no se detectan estas eosinofilias, ni
siquiera en exposiciones repetidas a L3 de T. circumcincta en ovinos, €s por
esto que algunos autores cuestionan la utilidad de la eosinofilia como
fenotipo capaz de orientarnos sobre la respuesta inmunitaria del hospedador
(Sutherland y cols., 1999; Yong y cols., 1985).

Para apoyar el importante papel protector que parecen jugar los
eosinofilos y mastocitos en las infecciones gastrointestinales, existen
trabajos donde detectan actividad potenciadora de eosindfilos y proteasas de
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mastocitos ovinos que pueden ser producidos por eosinofilos y mastocitos
respectivamente, y los correlacionan respecto al nimero de vermes que se
recogen en abomaso (r = -0.905; p<0.05) (Stevenson Yy cols., 1994). Si se
correlaciona el nimero de eosinéfilos durante el pico, con los vermes
adultos localizados en el abomaso, baja la fuerza de la correlacién negativa,
aunque sigue manteniéndose (r = -0.5) (Stear y cols., 1995¢). No se debe
descartar que la accién protectora de estas células se pueda deber a que su
presencia favorezca la aparicién de diversas interleucinas ¥ que estas traigan
otras células y desarrollen otros mecanismos efectores en la zona, En
cualquier caso, tanto la respuesta eosinofilica, como especialmente el
incremento en los niveles de actividad potenciadora de eosinéfilos y
proteasas de los mastocitos ovinos, requiere de una exposicion previa,
puesto que la produccién de citocinas Th2, necesaria para desencadenar esta
respuesta, sélo se produce en animales inmunizados (Stevenson y cols.,
1994). De hecho, la interaccién entre los mastocitos y la IgE provoca la
liberaciéon de factores quimiotacticos para eosinéfilos (Lewis y Austen,
1981).

La eosinofila (Dawkins y cols., 1989; Buddle y cols., 1992) y la
mastocitosis (Douch y cols., 1996¢) se han asociado con razas
genéticamente resistentes a nematodos gastrointestinales. De hecho,
conmjuntamente con otros pardmetros ficilmente determinables, como
recuentos fecales de huevos y los distintos alotipos del complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC), se han utilizado como marcadores
inmunogenéticos en ovinos frente a diversos tricostrongilidos (Hohenhaus
y Outteridge, 1995; Douch ¥y cols.; 1996; Buddle y cols., 1992).

Por otra parte, la respuesta de hipersensibilidad tipo 1, puede resultar
importante desde el punto de vista de la accién patdgena del parasito, por
los dafios que pueden provocar en los tejidos (Wiggin y Gibbs, 1990).
Varios autores atribuyen a dicha respuesta inflamatoria local los dafios que
se provocan en la mucosa y que parecen responsables del incremento sérico
del pepsingeno (Wiggin y Gibbs, 1990; Smith y Gibbs, 1981; Wiggin y
Gibbs, 1987). Varios nematodos bovinos, incluyendo Ostertagia, también
parecen contribuir a que se produzca la presencia de eosindfilos en los
tejidos parasitados mediante la liberacién de sustancias quimiotécticas para
estas células (Washburn y Klesius, 1984; Klesius y cols., 1985a).

92

ria. Biblioteca Digital, 2004

rsidad de Las Palmas de Gran Canal

© Univel



Revision bibliografica

2.10.8 Caracteristicas de los antigenos parasitarios

Un antigeno, en el contexto de una infeccion, se puede definir como
una molécula derivada de un patdgeno, que es presentada al sistema inmune
del hospedador capaz de inducir una respuesta inmune celular y / 0 humoral
especifica de esta molécula. Esta definicion deja fuera a cualquier molécula
parasitaria que sea accesible al sistema inmune pero que no induzca una
respuesta inmunitaria (de modo analogo a las moléculas del hospedador) asi
como moléculas que no son accesibles al sistema inmune del hospedador,
pero que administradas artificialmente pueden provocar una respuesta
inmune, y que luego son capaces de actuar sobre estos “antigenos ocultos”.
El propésito de la mayoria de los estudios con antigenos es encontrar alguna
molécula valida como candidata a ser empleada como vacuna o con fines
diagnésticos (Meeusen y Maddox, 1999; Newton y Jun, 1999).

Para acceder a las células presentadoras de antigeno, las moléculas
parasitarias necesitan entrar en contacto con los tejidos del hospedador. Esto
puede ocurrir cuando las moléculas son excretadas tras la digestion o
secretadas por las glandulas secretoras, mayoritariamente localizadas en la
faringe (= regién esofagica) del pardsito. Ademads, Ias moléculas
superficiales de las fases invasoras de los tejidos estan en contacto directo
con las células del hospedador, o pueden quedar en los tejidos tras la muda
como parte de la misma (Behnke y cols., 1992). Algunas de las moléculas
parasitarias internas pueden llegar a ser accesibles e inmunogénicas si
sucede la muerte y la degradacion del parasito dentro de los tejidos.

P

Los preparados antigénicos excretor-secretor normalmente se
obtienen tras cultivos in vitro y a parte de contener moléculas de excrecion /
secrecion, suelen también contener moléculas superficiales, en mayor o
menor medida en funcién del estado del parasito (Behnke y cols., 1992). Si
la muerte parasitaria o el dafio sucede durante el cultivo, también se pueden
encontrar moléculas sométicas en las preparaciones excretor-secretor. Por su
parte los antigenos sométicos de vermes adultos, contienen, productos de las
glandulas secretoras y del aparato digestivo, por supuesto moléculas
superficiales y una multitud de antigenos corporales que habitualmente no
son accesibles al hospedador durante infecciones naturales (Balic y cols.,
2000).

Las moléculas de superficie de los nematodos gastrointestinales se
pueden estudiar por medio del marcaje especifico de nematodos intactos con
biotina o iodina radioactiva seguida de su extracciéon con SDS y una tincion
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especifica del producto marcado. Los perfiles de marcaje con biotina de
diferentes estadios larvarios y adultos de T. circumcincta y O. ostertagi
indican que hay cambios considerables proteinicos en las larvas en
desarrollo (Keith y cols., 1990). En el caso de 7. circumcincta, las fases de
Ll y L2 son muy similares, mientras que la L3 presenta un perfil
polipeptidico diferente. Cambios importantes en la transicién de L3 a L4
tienen lugar, lo que se asocia con un cambio de perfiles proteicos ain mas
profundo. Las diferencias son también similares entre la L3 y la L4 de O.
ostertagi (Keith y cols., 1990).

2.10.9 Inmunoprofilaxis

2.10.9.1 Vacunacion

Cada vez son mayores los esfuerzos por conseguir el control de las
parasitosis por medio de vacunas. Entre otras razones, por el propio interés
que tienen los consumidores de adquirir productos de origen animal sin
residuos quimicos ni antibiéticos. También se busca con las vacunas
solventar problemas de resistencia a farmacos y evitar efectos
medioambientales indeseables. Sin embargo pocas son las vacunas que
existen hoy en dia comerciales para el tratamiento de parasitosis, y dentro de
éstas, Gnicamente se pueden encontrar algunas que involucren a nematodos,
(Pengally, 1999). Uno de los principales problemas con el que se
encuentran las vacunas frente a parasitos, es la gran eficacia que en general
tienen los firmacos. Los modelos matematicos que se han desarrollado en
este sentido en rumiantes, muestran que serd mas factible con el empleo de
vacunas conseguir una reduccion en las cargas parasitas en un determinado
grupo de animales que en la totalidad de la poblacién, y que probablemente,
su gran contribucion sea la reduccion en las cargas de parasitos en el medio
(Barnes y cols., 1995; Frisch, 1999; Pruett, 1999). A la hora de su
aplicacion préctica, la competencia con los firmacos, por la elevada eficacia
de éstos, sera por tanto, dificil (Dalton y Mulcahy, 2001).

Trabajos realizados a finales de la década de los 70 y a lo largo de
los 80, demostraron la importancia que en la obtencion de inmunidad
protectora frente a los nematodos gastrointestinales de los rumiantes, podian
tener diversas proteinas asociadas a la superficie microvilliar del intestino
del nematodo. Concretamente, la contornina, una proteina componente de
los filamentos helicoidales, inducia altos niveles de proteccién contra H.
contortus (78%) (Munn, 1977; Munn y cols., 1987).
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En realidad, los mejores resultados obtenidos con diversos ensayos
vacunales -se han realizado con H. confortus, y generalmente con proteasas
(fundamentalmente con glicoproteinas de la membrana microvilliar)
procedentes del tracto gastrointestinal de los nematodos (Smith, 1999;
Newton y Munn, 1999b). El empleo de estas proteinas es frecuente en
parasitos caracterizados por sus habitos hematofagos y suelen responder
bastante bien (Smith SK y cols., 1999; Smith TS y cols.; 1997). La vacuna
mas eficaz en los ensayos realizados hasta el momento es la H11 de
Haemonchus contortus (Graham y cols., 1993). Se trata de una proteina
que participa de la digestion de la sangre por parte del nematodo y que se
localiza de forma exclusiva en el intestino del parasito (Smith y cols., 1993;
1997). La unién del anticuerpo con este antigeno (Smith, 1993), provoca
una disrupcién en la normal capacidad del parasito de ingerir sangre, ya
desde la fase de L4, y esta incapacidad se hace extensiva al estadio de
adulto. A mayor cantidad de anticuerpos en sangre, mayor es la proteccion
obtenida (Andrews y cols., 1997; Newton y Munn, 1999a; Tavenor y
cols., 1992; Smith SK y cols., 1999), ademas esta proteina proporciona de
forma pasiva proteccion a través del calostro (Andrews y cols., 1995;
Newton y Mumnn, 1999b; Smith WD, 1999) y también se puede lograr
traspasando suero inmune (Smith WD, 1993). A esta proteina se la
considera un antigeno oculto, y no resulta inmunogénica en infecciones
naturales (Newton y Munn, 1999a; Smith, 1999). Con el empleo de este
inmunégeno, se ha logrado proporcionar un 90% de proteccion en corderos
durante mas de 23 semanas, sin interferir con la inmunidad natural de los
animales. Su administracién en ovinos durante el ultimo tercio de la
gestacion reduce el clasico incremento de huevos periparto en un 98%, sin
olvidar que la inmunidad calostral estd demostrada. Esta disminucion en la
producciéon de huevos tiene gran importancia desde el punto de vista
epidemiologico (Dalton y Mulcahy, 2001). Las recomendaciones para su
empleo consisten en un tratamiento a corderos antes del destete, para
protegerlos frente a las L4 y adultos hasta que ellos alcancen la inmunidad
natural por exposicion a las L3 y también vacunar a las ovejas durante la
gestacion para prevenir el incremento periparto de huevos y aprovechar el
paso de inmunoglobulinas a través del calostro (Newton y Munn, 1999;
Smith WD, 1999).

Otros antigenos han sido ensayados con éxito en H. contortus. Por
ejemplo, la H-gal-GP. Este antigeno es un complejo proteinico que se
obtiene por medio de cromatografia de afinidad utilizando N-
acetilglicosamida y puede llegar a reducir las cargas de vermes en un 72%,
y los recuentos fecales de huevos hasta el 93%. Sin embargo, no se sabe
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cual de las distintas fracciones proteicas que constituyen la H-gal-GP es
capaz de producir esta proteccion (Smith NC y cols., 1994; Smith WD y
cols., 1994; Smith WD, 1999; Knox y Smith, 2001). Estudios realizados
por otros autores parecen demostrar que esta proteccion se debe
principalmente a proteasas tipo cisteina (Knox y cels., 1993; Skuce y cols.,
1999a, 1999b). Estas protefnas son también proteasas tipo cisteina y
participan en la digestion de la sangre en el intestino del parasito, al igual
que la Hi1 (Rhoads y Fetterer, 1995; 1997; Knox Yy Smith, 2001).
Boisvenue y cols., 1992, también han demostrado la eficacia protectora de
otra proteasa tipo cisteina contra H. contortus. La naturaleza precisa de estas
proteasas puede diferir en distintas areas geograficas (Cox y cols., 1990b;
Pratt y cols., 1990; 1992a; 1992b; Knox y cols., 1993; Karanu y cols.,
1997; Rehman y Jasmer, 1998; Skuce y cols., 1999a; 1999b). Esta
variacién entre aislados puede tener importancia para el desarrollo de
vacunas de utilizacién mundial (Knex y cols., 2001),

Proteasas tipo cisteina (TSBP) han sido aisladas por cromatografia
en una cepa de H. contortus en cabras de la agrupacion caprina canaria. Tras
su purificacion, se procedié a su ensayo como antigenos inmunoprotectores
y como resultado se obtuvo una importante reduccién en la liberacion de
huevos por parte de los animales inmunizados (79-99%) y también una
significativa reduccion en el nimero de adultos que se recogieron tras 8
semanas de inoculados respecto a un grupo no inmunizado previamente, que
sirvié como testigo (Ruiz y cols., 2001). Otros ensayos en cabras consiguen
una reduccion del 60% en vermes y del 50% en recuentos fecales de huevos
en heces en exposiciones heterdlogas (cepas de H. contortus de ovino)
utilizando una poliproteina del H. contortus p100“A!, yn complejo de tres
proteinas caracterizadas por Jasmer y cols., 1993; 1996. Se han realizado
ensayos de inmunizacién en ovinos con fracciones antigénicas de 53,39y
18 kDa (F4, F8 y F 14 respectivamente), procedentes de extractos de
hembras adultas de H. contortus, obteniéndose una reduccién significativa
en el nimero de vermes detectados en el abomaso de los animales
inmunizados respecto a un grupo control (>46%), no inmunizado
previamente, tras una inoculacién oral de 300 L3 / Kg de peso vivo
(Gémez-Iglesias, 2001a; 2001 b). Otros antigenos, como un complejo de
tres péptidos ligados a Con A, P45, P59 y P53 (complejo P150)
caracterizado por Smith TS y cols., 1993 producen también proteccion
parcial en corderos (Kmox y Smith, 2001), al igual que sucede con el
péptido HesL3, antigeno obtenido de 13 de H. contortus ovinos (Newton y
Munn, 1999) y con fracciones de 15-24 kDa del antigeno excretor-secretor
de L4 y adultos de H. contortus, que es capaz de proteger a ovejas adultas
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con un 80% de eficacia. Esta Wltima proteccion estd directamente
relacionada con la presencia de IgE sérica (Scahlling y cols., 1997;
Kooyman y cols., 2000).

Sin embargo, a pesar del éxito que preside la mayor parte de los
experimentos con diferentes glicoproteinas intestinales de H. contortus, que
sin dudan presentan importantes posibilidades para el futuro control de esta
especie, no es menos cierto que no estan resultando tan eficaces los intentos
de inmunizacién con otras especies como Ostertagia spp. . En esta especie
se ha demostrado que moléculas de antigenos superficiales de 7.
circumcincta confieren una proteccion del 70% frente a nuevas exposiciones
empleando el hidroxido de berilio como adyuvante, siendo una respuesta
especifica de fase (exclusiva de L3) (Wedrychowicz, 1992). Esta respuesta
de fase ya fue observada por Keith y cols., 1990, al demostrar que existian
una serie de moléculas especificas en la superficie de las distintas fases del
ciclo biologico, tratdndose de polipéptidos diferentes.

En un estudio reciente, Smith WD y cols., 2001, realizan un ensayo
de inmunizacién cruzada de ovejas con antigenos glicoproteicos de la
membrana intestinal de H. contortus y de T. circumcincta. Al realizar un
estudio comparativo entre las glicoproteinas integrales de membrana de los
dos parasitos, detectaron bastantes diferencias en los perfiles tras realizar un
analisis mediante SDS-page, especialmente la fraccion H11, mucho mas
gruesa y definida para el caso de H. contortus (se ba considerado
anteriormente su importante papel inmundgeno y protector) mientras que su
equivalente en la otra especie estudiada son una serie de pequefias bandas,
entre las que destaca una aminopeptidasa de 124 kDa de peso molecular
denominada Ocl12 (por la antigua denominacion de Ostertagia
circumcincta), que se encuentra en mucho menor presencia que la proteina
H11 en H. contortus (McMichael-Philips y cols., 1995). Curiosamente,
existe mayor relacion en las glicoproteinas de membrana intestinales entre
Ostertagia spp. y Haemonchus contortus que entre Osfertagia y
Teladorsagia spp. (Smith, WD y cols., 2001). A pesar de que T.
circumcinta no es hematdfaga, esta demostrado que es capaz de ingerir
algunos anticuerpos en ovinos (Murray y Smith, 1994). Como resultado,
encontraron una excelente proteccion en ovinos inmunizados con la proteina
H11 en las parasitaciones por H. contortus, pero este antigeno fue incapaz
de provocar respuestas inmunitarias eficaces al inocular T circumcincta ni T.
axei a las ovejas. Al utilizar como antigeno preparaciones de glicoproteinas
de membrana de T. circumcincta no se obtuvieon diferencias ni en el
nimero de adultos ni en los recuentos de huevos al inocular las ovejas con
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Teladorsagias. Unicamente se lograron obtener respuestas protectoras, con
una reduccion en los recuentos fecales de huevos, al inocular a los ovinos
inmunizados H. contortus, aunque la respuesta protectora fue menor que al
emplear las glicoproteinas homélogas (Smith, WD y cols., 2001). Otros
estudios coinciden en sefialar esta ausencia de proteccion frente a T
circumcincta al utilizar extractos crudos de H. contortus (Smith, WD,
1993). Es posible que esta ausencia de proteccién por parte de estas
glicoproteinas se deba a que la cantidad de anticuerpos ingerido por el
parasito resulte insuficiente (Smith, WD y cols., 2001). En general, el
empleo de proteinas del tipo-de H11, y otras como H-gal-GP y TSBP se han
ensayado tanto para Ostertagia ostertagi como para Teladorsagia
circumcincta, y aunque el resultado ha sido positivo, en general, lo cierto es
que han sido mucho menos consistentes que en el caso de H. contortus
(Smith y cols., 2600; Knox y cols., 2001).

Algunas galectinas (lectinas integradas en la membrana y capaces de
ligar residuos de carbohidratos) se han empleado en ensayos vacunales en
corderos con T. circumcincta previa clonacién parcial y caracterizacion
(Meeusen, 1996; Raleigh y cols., 1996; Newton y cols., 1997; Greenhalgh
y cols.; 1999), mostrandose capaces de disminuir los recuentos fecales de
huevos.

También resultan interesantes ensayos con antigenos purificados de
31 kDa de L3 de T. circumcincta en ensayos realizados en ovinos. Los
animales inmunizados con este antigeno mostraron reducciones
significativas tanto en las cargas parasitarias como en los recuentos fecales
de huevos. Se demostré una estimulacién inmunogénica mediante el empleo
de ELISA y de electroinmunoensayo tras la inmunizacién. En los animales
vacunados se detectaron un mayor niimero de larvas en la mucosa del
abomaso, pero también una mayor infiltracién eosinofilica y de linfocitos
(McGillivery y cols., 1992), sin embargo, estos trabajos prometedores no
han tenido continuidad.

2.109.2 Pastoreo mixto como método de control de las
tricostrongilidosis

Tanto Ostertagia ostertagi como Teladorsagia circumcinta son
altamente especificas de sus hospedadores y no desarrollan adultos en
especies heter6logas (Borsteede, 1981a; Coop y cols., 1985; Sutherland y
cols., 1999). Es por esto por lo que se recomienda el pastoreo mixto de
vacas y ovejas en programas de control parasitario (Barger y cols., 1996).
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Clasicamente se asume que se reduce la contaminacién parasitaria a través
del consumo de larvas de los pastos por especies heterdlogas donde no se
van a desarrollar completamente (Barger y Southcott, 1975; Eysker y
Jansen, 1982). Con este método se reduce el nimero de parasitos para cada
hospedador (Jordam y cols., 1988). Se ha demostrado que este método de
control supone mayor ganancia de peso que la rotacién con una sola especie
(Jordan y cols., 1988; Barger y Southcott, 1975).

Algunos ensayos tratan de explicar los mecanismos que se ponen en
juego en estos casos. Asi, en inoculaciones experimentales de L3 de T.
circumcincta a ovinos tratados con capsulas de liberacién controlada de
benzimidazoles que evitan el establecimiento de los adultos, se producen
aumentos séricos de IgG anti-L3 de T. circumcincta, lo que demuestra que
las larvas son capaces, al menos, de provocar una respuesta inmunitaria
parcial (Sutherland y cols., 1998). Es posible que la larva de O. ostertagi
pueda provocar la misma respuesta en ovinos (Sutherland, 1999). Aunque
O. ostertagi es incapaz de desarrollar en ovino una infeccién completa
(Yakoob y cols., 1983) y por tanto no aparecen huevos en las heces de
ovinos infectados, si se producen incrementos plasmaticos del pepsindgeno,
lo que indica la existencia de lesiones histopatologicas tras el desarrollo
larvario (Coop y cols., 1985). De hecho se ha demostrado que las L3 de O.
ostertagi en ovinos llegan a madurar hasta L4 (Herlich, 1974).

Las infecciones mixtas de nematodos son frecuentes en pastoreo. En
ovinos de raza merino no inmunizados frente a nematodos
gastrointestinales, que infecciones concurrentes con I. colubriformis y T.
circumcincta no comprometen el desarrollo de inmunidad a otros parasitos,
pero cuando 7. colubriformis u O. circumcincta estan juntas con H.
contortus, se retrasa el establecimiento de la inmunidad en mas del 90%
(Honde y Buenc, 1982; Blanchard y Wescott, 1985). Este efecto se puede
reproducir si incrementamos el pH del abomaso (Honde y Bueno, 1982).

2.10.9.3 Reconocimiento del mapa del loci del rasgo econdmico
como método de control

Si se logran identificar los genes que regulan la susceptibilidad /
resistencia a las infestaciones por Ostertagia, o si se asocian a algin caracter
hereditario facilmente identificable se abre una importante puerta para el
control de esta nematodosis. En bovino, Gasbarre y cols., 2001, al menos
han logrado reconocer un loci que regula la capacidad de los bovinos de
liberar un mayor o menor nimero de huevos cuando estan parasitados por
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O. ostertagi. Entre las alternativas que nos aporta el conocimiento de estos
loci, se encuentra la posibilidad de economizar gastos en firmacos, puesto
que se puede recurrir al tratamiento especifico de aquel pequefio porcentaje
del rebafio (25%) responsable de la mayor diseminacion del parasito. De
este modo, ademas de reducir los costes por el empleo de firmacos, se
dificulta la aparicién de aislados resistentes a los antihelminticos, puesto que
no se trata la totalidad de la poblacién parasitaria. Otra alternativa
profilictica, seria la estimulacién de la inmunidad de estos animales mds
susceptibles por medio del empleo de vacunas o inmunomoduladores.
Finalmente, en particular en ganaderias con importantes problemas
parasitarios, bien porque se trata de ganaderias ecoldgicas que restringen el
uso de farmacos, o aquellas que por las caracteristicas de la zona estén
fuertemente parasitadas, se puede optar por eliminar los animales
susceptibles y contra seleccionarlos para conseguir una cabafia resistente de
forma innata o adquirida a la ostertagiosis (Gasbarre y cols., 2001).
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Material y Métodos

3. MATERIAL Y METODOS

3.1 ANIMALES

En esta experiencia se han utilizado un total de 20 cabritos de la
Agrupacion Caprina Canaria, que en el momento de su adquisicién contaban

“con una semana de vida. Los animales fueron alojados en instalaciones

desinfectadas convenientemente, situadas en la Facultad de Veterinaria-de la
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria y fueron mantenidos en
condiciones libres de nematodos desde su Ilegada hasta el momento en el
que se inicio la experiencia.’ : - '

Una vez finalizado el periodo de lactancia artificial, los cabritos
fueron alimentados con piensos comerciales de inicio. Posteriormente se fue
incorporando maiz y alfalfa deshidratada progresivamente hasta sustituir
completamente el pienso de inicio.

Tras la ubicacion de los animales, y antes de iniciar la fase
experimental, se les realiz6 una serie de controles para determinar su estado
sanitario desde un punto de vista parasitolégico. Asi se llevé a cabo un
estudio coprolégico mediante técnicas de concentracion (flotacion en
solucién saturada de cloruro sédico y sedimentacién formol-éter) (Colville,
J. 1991; Hendrix, 1999), observandose la presencia de ooquistes de
Eimeria spp. A tenor de estos resultados los animales se trataron con
Amprolio (AMPROL 20% MSD-AGVET) durante seis dias a una dosis de 1
gr. /20 kpv.

3.2 OBTENCION DE L3 DE Teladorsagia circumcincta

La cepa de T.circumcincta utilizada en el desarrollo de esta
experiencia fue cedida por la Dra. McKeand del Departamento de
Parasitologia Veterinaria de la Universidad de Glasgow. Asi mismo y
durante la segunda fase del estudio también se utilizaron L3 remitidas por el
Dr. Alunda de la Facultad de Veterinaria de Madrid. A partir de estas, las
L3s necesarias para el desarrollo de la experiencia fueron obtenidas a partir
de 2 donantes, cabras adultas de la Agrupacién Caprina Canaria libres de
nematodos.

Estos animales fueron inoculados por via intraruminal con 20000 L3.
A partir de la inoculacién se realizaron controles coprologicos diarios,
mediante un método de concentracién (flotacién en solucion saturada de
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cloruro sodico) hasta que comenzé la liberacion de huevos. En ese
momento, se procedid a la recogida de heces, utilizando para ello unos
arneses como los que se muestran en las figuras 3.1 y 3.2.

Fig 3.1: Arneses para la recogida de heces

Fig 3.2: Esquema de un arnés

Una vez recogidas las heces, se procedié a disgregarlas y mezclarlas
con turba estéril con la ayuda de una espatula, humedeciéndose y evitando
que estuvieran acuosas. Las heces se introdujeron en recipientes plasticos
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protegidos por una gasa tupida para favorecer su aireacién. Estas fueron
entonces incubadas a 22° C durante 10 dias. A lo largo del periodo de
incubacion se procedié durante dias alternos a remover el material fecal
cultivado para facilitar la aireacién de las capas mas profundas
adicionandoles agua para humedecerlas en caso necesario.

El aislamiento de las L3 obtenidas en el coprocultivo se llevo a cabo
mediante el método de Baermann. Las larvas aisladas de este modo fueron
absorbidas en papel de filtro, que una vez seco se someti6 de nuevo al
método de Baermann, obteniéndose con ello una suspension de L3 en agua,
que fue mantenida a 4 ° C hasta su uso. ( Fleck y Moody, 1988; MAFF,
1989; Colville, 1991).

La determinacion de concentracion de larvas se realizé extrayendo
cinco alicuotas de 20 pl procediéndose a contar el mimero de larvas
presentes en cada una de ellas. A continuacién se midié el volumen de
suspension de L3 y asi se obtuvo la concentracién de larvas por ml. (MAFF,
1989).

3.3 DISENO EXPERIMENTAL

Este trabajo se dividi6 en dos fases. En la primera de ellas se realizd
una inoculacién con 2.000 L3 de T. circumcincta  semanales via
intraruminal durante 5 semanas consecutivas a 10 cabras (lote A),
manteniendo 10 animales sin inocular como testigos (lote B). Los animales
de cada lote se mantuvieron aislados entre si, para evitar la contaminacion
entre lotes. Con ello se traté a partir de ensayos previos de reproducir
infectaciones con cargas parasitarias de 7. circumcincta similares a las
observadas en nuestro entorno, (Molina y cols., 1997). Esta fase se
prolongé desde la semana 0 de la experiencia hasta la semana 17°, momento
en el que se procede a sacrificar a 5 animales del lote A (lote Al).

La segunda fase del experimento comenzd la semana 17* y termino
la semana 32%, con el sacrificio de todos los animales. En la primera semana
de esta segunda fase (semana 17°) los 5 cabritos restantes del lote A (lote
A2), asi como los del lote B fueron tratados con clorhidrato de levamisol
(7.5 mg / k p.v.). En la semana 23* , los animales del lote A2 (reinfestacion)
y 5 animales del lote B (lote B1) fueron inoculados intraruminalmente con
70.000 L3 de T. circumcincta en una sola dosis. Los 5 animales restantes del
lote B (lote B2) quedaron sin inocular, manteniéndose como testigo. El
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estudio finalizo con el sacrificio de todos los animales la semana 32* del
estudio.

200013 de T circumcincta/semama. SacrificiololeAly 20,0001 de 7. Disefio experimental

12 Fase
22 Fase

Semanas

Fig 3.3: Representacion esquemdtica del protocolo experimental. En la primera parte del
estudio, las cabras del lote A reciben 5 inoculaciones con 2.000 L3 de T circumcincta. La
semana 17°, se sacrifican 5 animales del lote A (lote A-1), ademas se desparasitan con
clorhidrato de levamisol todos los animales. L.a semana 232, se inoculan con una dosis Ginica
de 20.000 L3 de T: circumcincta el lote A-2 (n=5), y 5 animales del lote B (B1), quedando
otros cinco animales del lote B (B-2) como testigos.

3.3.1 Recogida de muestras

Durante la experiencia se extrajeron de forma seriada y con una
frecuencia semanal, muestras de sangre, suero y heces, con el objeto de
estudiar diferentes parametros hematicos, la capacidad de respuesta “in
vitro” de los linfocitos frente a mitogenos inespecificos y antigenos
parasitarios asi como su respuesta inmune humoral y la presencia y mimero
de huevos de 7. circumcincta liberados por los animales inoculados.

Las muestras de sangre para hematologia fueron obtenidas por
punciéon aséptica yugular y recogidas en tubos colectores con EDTA
tripotasico de 5 ml (Venoject). Para los estudios de linfoproliferacién, se
obtuvieron 7 ml en jeringas que contenian 350 ul de heparina sodica (50 Ul
/ ml de sangre) (Rovi ®). La toma de muestra se realizd desde la semana
cero hasta la séptima ininterrumpidamente. También se extrajeron muestras
la semana novena y la undécima y desde la vigésimo-cuarta, vigésimo-
quinta,  vigésimo-séptima,  vigésimo-novena y  trigésimo-primera.
Finalmente también se obtuvo sangre para el test de transformacion
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linfoblastico la vigésimo-novena semana. Para la obtencion del suero, se
procedié del mismo modo, recogiéndose en este caso las muestras en tubos
colectores de 10 ml (Venoject). Posteriormente, y para la separacion del
suero, se centrifugaron a 3.000 r.p.m. durante 15 minutos. Los diferentes
sueros, convenientemente identificados, fueron conservados en viales de
poliuretano de 1.5 mly conservados a — 40 ° C hasta su uso. Las muestras de
sangre para hematologia y de suero se obtuvieron semanalmente, desde la
semana O del experimento hasta la semana 19* (ambas inclusive)
retomandose las extracciones desde la semana 24° hasta la 31 con la misma
periodicidad.

Respecto a las muestras fecales, estas se recogieron directamente del
recto de los animales, para la realizacion de estudios coprologicos
cualitativos y cuantitativos. Dichas muestras se recogieron con una
periodicidad semanal desde el inicio de la experiencia hasta la semana 17° y
posteriormente desde la semana 24* hasta la 31* una vez constatada la
reduccion producida por el antihelmintico en todos los casos. Para evitar, en
la medida de lo posible, fluctuaciones diarias en los recuentos fecales
(MATFF, 1989), todas las tomas de muestras se realizaron aproximadamente
a la misma hora, procediéndose inmediatamente al procesado.

3.4 ANALISIS COPROLOGICOS

" 3.4.1 Métodos cualitativos

Sobre las muestras de heces recogidas, se realizaron técnicas de
concentracion para determinar la liberacion de huevos de T. circumcincta.
Concretamente se realizaron flotaciones con soluciones saturadas de cloruro
s6dico en todo los animales objeto de estudio (MAAF, 1989; Colville 1991;
Sloss y cols, 1994).

3 4.2 Métodos cuantitativos

La concentracion de huevos de nematodos en las heces se estimd por
el método de McMaster modificado (Paracount-EPGTM). Los recuentos se
realizaron por triplicado para cada animal, obteniéndose una media de
huevos / animal / gramo de heces (MAAF, 1989; Colville 1991; Sloss y

cols., 1994).
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3.5 ANALISIS HEMATOLOGICOS

Mediante el empleo de un contador hematolégico (Sysmex F-800-
TOA instruments), se obtuvo el hemograma de cada uno de los animales
estudiados, recogiendo de este modo los valores correspondientes al
recuento de eritrocitos y leucocitos totales, concentracion de hemoglobina y
hematocrito. Los recuentos de eritrocitos se expresaron en 10° células / pl,
mientras que los recuentos de leucocitos se expresaron en 10° células / ul
Por su parte, la hemoglobina se expresé en g/dl y los hematocrito en
porcentaje. Este tltimo pardmetro se contrastd con los obtenidos utilizando
capilares de hematocrito. El contaje celular se realizé por variacion de
resistencia al pasar la apertura del transductor. Para ello, las muestras eran
diluidas mediante un sistema diluidor a una concentracién 1:5000 para
leucocitos y hemoglobina y a 1:50000 para hematies y hematocrito. Debido
al pequefio tamafio de los eritrocitos en esta especie animal, no fue posible
realizar el recuento de plaquetas con el contador hematol6gico, al solaparse
el tamafio celular. La hemoglobina fue determinada por medio de una
version modificada del método Hemiglobincianida ICSH, la luz absorbida
fue medida a 540 nm + 5 nm por medio de un filtro de vidrio. El
hematocrito fue computado por integracién de todas las sefiales entre dos

niveles de discriminacion y multiplicado por un factor constante del ratio de
dilucion.

Los hematocritos se contrastaron con los valores obtenidos tras
centrifugar los capilares en una centrifuga para microhematocritos (Hettich
Haematokrit). De cada una de las muestras se realizaron frotis sanguineos
que fueron tefiidos mediante un método Pandptico Rapido (QCA), con el
objeto de elaborar la formula leucocitaria o recuento diferencial, para lo que
se contaron 200 leucocitos. Posteriormente, y para facilitar su procesado
estadistico de los resultados, se transformaron en células / pl, a partir del
recuento de leucocitos y dicha formula leucocitaria.

La concentracién de proteinas plasmiticas se determiné a partir del
plasma de los capilares hematocrito. De cada muestra se procesaron dos
capilares de modo que uno de ellos se calenté a 56° C durante 5 minutos yel
otro se mantuvo a temperatura ambiente. Con la ayuda de un refractémetro
se determind la concentracion de proteinas de las muestras tratadas
térmicamente y las no tratadas. Ambos parametros sirvieron para determinar
la concentracién del fibrin6geno dada la termolabilidad de este producto
(Kaneko, 1980) asi como el ratio proteinas plasmaticas — fibrindgeno para
diferenciar entre una hiperfibrinogenemia provocada por la inflamacién a la
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asociada a la deshidratacion. Este ratio se calculd del siguiente modo (Jain,
1993):

[TPP] — [Fib.]

PP:F =
[Fib.]

3.6 ANALISIS DE LA RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA

3 6.1 Fundamento del Test de Transformacion Linfoblastica

Esta técnica se fundamenta en la capacidad de multiplicacion de los
linfocitos de animales cuando se cultivan en condiciones dptimas junto a
antigenos especificos o mitdgenos inespecificos. El test de transformacion
linfoblastica es utilizado tanto en inmunologia clinica como con fines
experimentales para evaluar la funcion de los linfocitos. Permite detectar la
presencia de factores inmunosupresores en el suero, ya sean congénitos o
adquiridos por infecciones asociadas (Barta, 1993, 1983, 1986;
Cooperband, 1976; Nelson, 1960), también deficiencias adquiridas o
congénitas de los linfocitos (Barlough JE y cols., 1991; Lin DS y cols.,
1991; Ziegler JB y cols., 1975) o infecciones viricas de los linfocitos (sobre
todo leucemias y linfomas virales) (Barta, 1981; Oppenheim, 1975) asi
como, para evaluar el efecto de terapias inmunomoduladoras (Brown GB,
1991; Stites DP y cols., 1991).

3.6.2 Materiales
3.6.2.1 Reactivos

- Penicilina-Streptomicina (Sigma).
- Medio RPMI-1640 (Sigma)

- L-Glutamina 200 (Sigma).

- TFicoll — 400 (Pharmacia Biotech)
- Diatrizoato sodico (Sigma).

- Fosfato potasico (Sigma) (PBS).
- Cloruro sédico (Sigma) (PBS).

- Fosfato disédico (Sigma) (PBS).
- Suero fetal bovino (Biochrom).
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- Azul tripan (Sigma).
- Concanavalina A (Sigma).
- Phitohemaglutinina (Sigma).
- - Pokeweed Mitogen (Sigma).
- Celltiter 96® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assays
(Promega).

3.6.2.2 Equipo

- Placas de cultivo celular (Corning).

- Estufa de CO, (Revco Ultima).

- Camara de flujo laminar (Telstar BV-100).

- Centrifuga (Mixtasel Pselecta y Kubota 5.100).
- Micropipeta (Multipette® plus eppendorf).

- Autoclave (Autester-E).

- Hemocitémetros (Camara de Thoma).

- Microscopio invertido.(Olympus).

- Mechero (Fireboy plus. Integra Bioscience).

3.6.3 Protocolo de aislamiento de leucocitos mononucleares

Por puncién venosa yugular se extrajeron 7 ml de sangre que se
mezclaron con 7 ml de RPMI (previamente mantenido a 37° C), a los que se
habia adicionado penicilina (50 U.I. / ml) streptomicina (50 pgr/ ml) y L-
Glutamina (1 mM) (Barta 1993).

Para la separacion de los monucleares se utilizd un gradiente de
Ficoll. Para su elaboracion, se disolvieron 6.41 gr de Ficoll — 400 en 100 ml
de agua destilada asi como 10.02 gr de diatrizoato sodico. Con la ayuda de
un densimetro, se afiadié el diatrizoato sddico preciso para que la densidad
final fuera de 1.081 gr/ml. Posteriormente se esterilizd en autoclave.(Barta,
1993).

En dos tubos estériles se dispensaron 4 ml de Ficoll, preparado segin
el protocolo anterior. De la mezcla de sangre y RPMI-1640 procedente de
cada animal, se depositaron suavemente 6 ml sobre la solucién de Ficoll, en
los dos tubos. Sin agitar los tubos, se centrifugaron a 600 g durante 30
minutos a temperatura ambiente. (Barta, 1993).

Tras la centrifugacion se obtuvo una banda blanquecina entre el
plasma y el medio de separacién que contenia a los mononucleares que se
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recogieron con pipetas pasteur estériles, depositandose en tubos estériles a
los que se adicion6 5 ml de RPMI-1640. (Barta, 1993).

AISLAMIENTO DE LINFOCITOS

Fig 3.4: Aislamiento de linfocitos en gradiente de Ficoll. Los leucocitos mononucleares se aislan en
la capa blanquecina que se forma entre el plasma y el ficoll.

3.6.4 Protocolo de cultivo

Todo el material que se empled estaba estéril en el momento de su
uso, se trabajé en todo momento en una campana de flujo laminar, a fin de
conservar dicha esterilidad.

3.6.4.1 Preparacion de medios, soluciones y suero
3.6.4.1. 1Medio RPMI-1640
A un litto de medio de RPMI-1640 se afiadié 50.000 U.L de

penicilina, 50 mg de streptomicina y L-Glutamina (1 mM). Se conservo a
4° C y se adicion6 el mismo volumen de L-Glutamina cada 3 semanas.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblicteca Dighal, 2004



Material y Métodos

3.6.4.1.2 Suero Fetal Bovino

Se inactivé por calor antes de su uso (56° C durante 30 minutos).
Posteriormente se esterilizé por filtracién y se conservé a —20° C.

3.6.4.1.3 Preparacion y conservacion de los mitdgenos

La concanavalina A (Con A) es un mitégeno de células T obtenido a
partir de la Canavalina ensiformis. Esta se resuspendi6 en PBS estéril a una
...concentracién de10 mg / mi,

La phitohemaglutinina (PHA) es un mitégeno de células T efectoras
procedente de la Phaseolus limensis. Se resuspendié en PBS estéril a una
concentracién de 10 mg / ml.

El Pokeweed mitogen por su parte se reconstituyé con PBS estéril a
una concentracién de-1 mg / ml Es un mitégeno procedente de la
Phytolacca americana y estimula a las células T dependientes de B.

Una vez reconstituidos, los mitgenos se dispensaron en alicuotas y
se conservaron a —20° C, evitdndose en todo momento las congelaciones y
descongelaciones repetidas. (Barta, 1993).

3.6.4.1.4 Preparacion del antigeno

Para la obtencién del antigeno, se recogieron vermes adultos de 7.
circumcincta procedentes de abomasos de cabras donantes sacrificadas. Los
vermes recogidos se lavaron tres veces con PBS 0.01 M en frio, en placas de
petri con el propésito de limpiar de restos de mucosa. Una vez lavados, los
homogenizados se prepararon con PBS a una concentracion de 100 adultos /
ml utilizando un homogenizador de vidrio. A continuacién se procedi6 a la
sonicacién a 80 Hz en hielo, para evitar la degradacion antigénica que se
produce por el sobrecalentamiento. Este método se repitié varias veces. Se
dejé reposar la solucién en el hielo durante 1 hora, agitando de vez en
cuando el homogenizado. Posteriormente se centrifugaron las muestras a
10000 g durante 30 minutos a 4° C para eliminar los restos no solubles. A
continuacion se hizo pasar el sobrenadante a través de un filtro de 0.2 um de
didmetro de poro (Maizels, 1991;Ogilyie y col. 1973). Para determinar la
concentracién proteica de la solucién antigénica, se utiliz el método de
Bradford mediante un kit comercializado por Bio-rad (Bio-rad protein
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assay, Bradford M. Anal. Biochem. 1972). La determinaciéon de la
concentracién de proteinas por dye-binding (Bradford, 1976; Sedmak &
Grossberg, 1977) es preferible a la de Lowry (Lowry, 1951) por la rapidez
de la determinacién, conveniencia y estabilidad de los reactivos (Maizel y
cols., 1991). El ensayo se basa en el cambio de color que sufre el azul
brillante de Coomasie cuando se encuentra ligado a proteinas. Pocas
sustancias interfieren con esta reaccion, excepto algunos detergentes que
también ligan al colorante y provocan falsos positivos (Maizel y cols.,
1991). La solucion asi obte ida fue recogida y utilizada como solucién de
antigeno somético de adultos de T. circumcincta'y s€ almacen6 a —40° C
hasta su uso.

3.6.4.2 Protocolo de cultivo
3.6.4.2.1 Equilibrado de la placa y adicion de mitogenos y antigeno

Previamente a la adicién de la suspension celular se preparé la placa
y se equilibr6 en una estufa de CO, a 37° C. Segun la figura 3.5, las celdas
desde la Al hasta la A6, ambas inclusive, sirvieron como controles de la
técnica para el animal numero uno. Del mismo modo se procedié con las
celdas C1 a la C6, E1 a la E6 y desde Ia G1 hasta la G6 para los animales
dos, tres y cuatro respectivamente. En estos pocillos de control, s afiadieron
50 ul de RPMI-1640 suplementado con un 20% de suero fetal bovino. En
los pocillos A7, A8y A9 (animal uno), C7, C8 y C9 (animal dos), E7, E8 y
E9 (animal tres) y G7, G8 y G9 (animal cuatro) se afiadié en cada uno de
estos pocillos 50 ul de una suspensién de concanavalina A (10 pg /ml) en
RPMI-1640 adicionado con un 20% de suero fetal bovino. De modo
analogo, en las celdas A10, All, Al2 (animal uno), C10, C11 y CI2
(animal dos), E10, E11 y E12 (animal tres) y G10, G11y G12 (animal
cuatro) se dispensaron 50 ul de una suspension de fitohemaglutinina (12.5
ug /ml) en RPMI-1640 adicionado con un 20% de suero fetal bovino. En los
pocillos B1, B2 y B3 (animal uno), D1, D2 y D3 (animal dos), F1, F2 y F3
(animal tres) y H1, H2'y H3 (animal cuatro) se afiadio 50 pl de una
suspension de pokeweed mitogen (2.5 pg /ml) en RPMI-1640 adicionado
con un 20% de suero fetal bovino. También se ensay6 el comportamiento de
los leucocitos mononucleares in vitro ante tres concentraciones diferentes de
antigeno somético de T. circumcincta, preparado segun el protocolo
anterior. Estas tres concentraciones a las que se denomin6 Agl (10 pg /ml),
Ag2 (20 pg /ml) y Ag3 (30 pg /ml), se diluyeron en RPMI-1640 adicionado
con un 20% de suero fetal bovino. 50 ul de Agl se dispenso en las celdas
B4, B5 y B6 (animal uno), D4, D5 y D6 (animal dos), F4, F5'y F6 (animal
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tres) y H4, H5 y H6 (animal cuatro). Por su parte, 50 ul de la suspension
correspondiente al Ag2 se afiadié a los pocillos B7, B8 y B9 (animal uno),
D7, D8 y D9 (animal dos), F7, F8 y F9 (animal tres) y H8, H9 y H10
(animal cuatro). Finalmente se dispensé 50 ul de la suspensién
correspondiente al Ag3 en las celdas B10, B11 y B12 (animal uno), D10,
D11 y D12 (animal dos), F10, F11 y F12 (animal tres) y H10, H11 y H12
(animal cuatro).

3.6.4.2.2 Adicion de la suspensién de leucocitos mononucleares

Tras la separacion de los leucocitos mononucleares, esta suspension
se lavé 250 g durante 20 minutos tres veces con RPMI-1640 para eliminar
los restos de Ficoll (Barta 1993). A

Después de realizar el tltimo lavado, el sedimento se resuspendi6 en
1 ml de medio de cultivo suplementado con un 20% de suero fetal bovino
inactivado. A continuacién se extrajeron 10 pl de esta suspensién y se
adicion6 a una solucién que contenia 75 pul de PBS, 15 pl de Tripan azul y
50 pl de suero fetal bovino inactivado. Tras dejar actuar al colorante durante
unos minutos, se procedid a realizar un recuento de células viables (no
tefiidas con el colorante) en una cdmara de Thoma. (Molina 1992 y Barta
1993)

De acuerdo con este recuento, se afiadié el volumen necesario de
RPMI-1640 para ajustar la suspensién a una concentracién celular de 1 X
10° leucocitos / ml de medio.

Tras una suave homogenizacion, alicuotas de esta suspensién (50 pl)
se distribuyeron en 24 pocillos de la placa de cultivo para cada animal
investigado segtn la figura 3.5. De modo que se utilizaron dos filas de la
placa de cultivo celular por cada animal estudiado cada semana. Asi, el
animal nimero uno ocup6 las celdas comprendidas entre la A1 Y la B12, el
dos entre C1 Y la D12, el tres entre E1 y la F12 y el cuatro entre la G1 yla
Hi2.

3.6.4.2 .3 Incubaciéon

A continuacion la placa se incub durante 72 horas a 37° C en una
atmosfera con un 5% de CO, .
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Fig 3.5: Distribucién de las distintas suspensiones de mitégenos (Con A, PHA y PWM) asi
como de antigenos (Agl, Ag2 y Ag3).

Preparacién de > Equilibrado de la placa
mitégenos y reactivos
Cultivo en estufa de Adicién de

mononucleares

CO:

Fig 3.6: Esquema del cultivo celular

3 6.5 Lectura v expresion de los resuitados

Tras la incubacion en la estufa de CO,, se procedié a la lectura de la
placa para determinar la proliferacién de los leucocitos cultivados en cada
uno de los pocillos. Para ello se utilizé el método CellTiter 96®AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega). Este método permite
determinar el ntmero de células viables en proliferacion. En dicho método
se utilizan dos soluciones, un compuesto de tetrazolium (3-(4,5-
dimethylthiazol—Z-yl)—S-(-3-carboxin1ethoxiphenil)—2—(4-su]fofenil)-ZH—
tetrazolium, (MTS)) y un reactivo apareador de electrones (phenazine
methosulfato; PMS). El MTS al ser bioreducido por las células viables se
transforma en formazan que es soluble en el medio de cultivo (Barltrop y
cols., 1991). Asi, La absorbancia del formazan a 490 nm es medida
directamente de las placas de cultivo celular sin necesidad de procesados
adicionales (Cory y cols., 1991; Riss and Moravec, 1992). La conversion
del MTS en formazan soluble es efectuado por enzimas dehidrogenasas
presentes en células metabdlicamente activas y es directamente proporcional
al mimero de células vivas en el cultivo.
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Fig 3.7: Paso del MIS a Formazin

La utilizacion de CellTiter 96®AQuens Non-Radioactive Cell
Proliferation Assay (Promega) conlleva una serie de ventajas como el no
requerir el empleo de materiales radioactivos, asi como por su rapidez y
seguridad. La adicién combinada de la solucién MTS/ PMS puede sustituir
la incorporacién de *H-Timidina, al utilizarse en el mismo paso.

Para su conservacion, tanto la solucion MTS como la PMS se
congelaron a —20° C, protegidos de la luz.

3.6.5.1 Protocolo de uso del CellTiter 96®AQu.ous Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay (Promega)

Se descongel6 tanto la solucion de MTS como la solucién de PMS
(Promega).

Posteriormente se mezclaron en un vial estéril 2 ml de la solucidn

MTS y 100 ul de la solucion de PMS. Esta mezcla se realizo
inmediatamente antes de usarla y se homogenizd suavemente.

A continuacién se afiadié 20 pl de esta mezcla en cada uno de los
diferentes pocillos de la placa de cultivo celular. Para este paso se utilizaron
micropipetas de repeticién electronicas (Multipette® plus Eppendorf). La
placa se incub6 durante 4 horas en la estufa de CO, (5%) y a 37° C. Durante
este periodo se produce la reduccion celular del formazan.
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Para la lectura de los valores de absorbancia se utilizé un lector de
placas de ELISA. La longitud de onda utilizada fue la de 492 nm (¥TB112,

Promega Corporation).
3 6.5.2 Transformacion de los resultados en variables diferencia

Una vez recogidas las absorbancias se calcul6 el valor de A-
absorbancia. Este se estimé por la diferencia existente entre la media de
absorbancia obtenida en los pocillos en los que se cultivaron los linfocitos
con los distintos estimulantes (Con A, PHA y PWM) asi como diversas
concentraciones de antigeno (Agl, Ag2 y Ag3) y el valor promedio de
absorbancia obtenido en los pocillos en los que se cultivaron los linfocitos
del mismo animal utilizados como testigos en los que no se incorpord
ninguno de los inmunoestimulantes estudiados ni antigeno (Gogal y cols.,
1997).

3.7 ANALISIS SEROLOGICOS (IgG). METODO ELISA

La respuesta humoral (IgG) de los animales inoculados fue estudiada
mediante un método E.L.I.S.A. indirecto con el objetivo de detectar los
niveles de IgG especificos frente a antigenos somaticos de vermes adultos.

_ Con el propdsito de resolver la eficacia en la reduccién de reacciones
inespecificas que los animales testigos podian presentar con el antigeno
somdtico, se realizaron test E.L.L.S.A. con tratamientos previos del antigeno
con periodato sodico. El periodato sodico provoca sobre los antigenos una
oxidaciéon que reduce el nimero de epitopos de naturaleza glucidica que
pudieran ser reconocibles.

3.7.1 ELISA-IeG anti-Teladorsagia circumcincia

3.7.1.1 Material
3.7.1.1.1 Material inmunologico

Antigeno

El antigeno se obtuvo como quedo referido en el apartado 3.6.4.1.4.

Control positivo
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Al no poder contar con un suero de referencia de T. circumcincta
para la especie caprina y, tratando de eliminar en la medida de lo posible las
diferencias o fluctuaciones a lo largo de la experiencia (inter-ensayo), se
procedié a obtener un “pool” de sueros que sirviera de control positivo de
referencia. Para ello se procedié a realizar un ensayo en condiciones
estandar con los sueros de animales inoculados en otra experiencia previa.
Aquellos que mostraron una densidad Optica mis elevada fueron
seleccionados para formar parte de dicho “pool” de referencia.

Este suero de referencia se diluyd en todas las placas a razén de
1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400, 1/800, 1/1600 y 1/3200, siendo el diluyente
empleado PBS con azida de sodio (Sigma) a una concentracién de 0.02% (p
/ V).

Suero problema

* Las muestras de sueros problemas, se diluyeron en PBS con azida de
sodio a una concentracion de 0.02% (p / v).

Conjugado

En el analisis de los sueros se utilizé como conjugado una anti-IgG .

de conejo marcada con peroxidasa (anti-rabbit IgG preoxidase conjugate,
IgG fraction of antiserum, Sigma), a una dilucién 1/5000 en PBS.

3.7.1.1.2 Reactivos

A) Tampdn carbonato

El tampén carbonato, a pH 9.6, se utilizd como diluyente del
extracto antigénico para facilitar su adsorcion en los pocillos de las

microplacas en la antigenacion de las placas E.L.I.S.A.

Para 100 ml de tampén:

REACTIVO VOLUMEN (ml) CONCENTRACION
Bicarbonato sédico NaH,CO3 71.3 8.4% (p/v) Sigma
Carbonato s6dico NaCOs 28.66 10.6% (p/v) Sigma
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B) Solucién de lavado y diluyente

Como tampon para realizar los lavados de las placas, se utilizé PBS-
Tween 20, aprovechando sus caracteristicas tensoactivas. El tampon se
prepar6 de la siguiente forma:

Para un litro del mismo:

REACTIVO

Cloruro sédico NaCl 72¢gr Sigma
Fosfato sodico Na,HPO, 1.48gr Sigma
Fosfato potasico KHPO4 0.43 gr Sigma
Agua destilada H,O 11

Afiadiéndole Tween 20 a una concentracion final del 0.05% (v/v), ¥
ajustando el pH a un valor de 7.2.

C) Agente saturador

Se empled alblimina bovina (BSA, Sigma) a una concentracion del
3% (p/v) en PBS.

D) Sustrato

Como sustrato se utilizd un tampén citrico-fosfato con un 0.04%
(p/v) de hidroclorato de orto-fenilen diamina (OPD) al que se le afiadi6 en el
momento de su uso perdxido de hidrégeno al 30% a una concentracion final
del 0.1% (v/v). Para preparar 25 ml de substrato se utilizaron:

REACTIVO CONCENTRACION
Acido citrico anhidro CsHgOr 6.075 ml 2.1% (p/v) Panreac
Fosfato sodico Na,HPO, 6.42 ml 2.8% (p/v) Sigma
PBS-Tween 20 12.5 ml Sigma
Dihidroclorato de orto-fenilen ~ CgHsgN, 10 mgr Sigma
diamina (OPD)
Peréxido de hidrégeno HO0, 25 ul 30% (v/v) Panreac
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La solucion de frenado se prepard a partir de 4cido sulfiirico a una
concentracion 2 M (Panreac Quimica, S.A.).

3.7.2.2 Método

Tras la descongelacidn del extracto antigénico, se procedid a la
antigenacién de la placa. El extracto antigénico se diluy6 en tampdn
carbonato a la concentracion de 5 pgr/ml, afiadiéndose 100 pl de la solucién
a cada pocillo de las placas de poliestireno (CORNING Dispensable Sterile
ELISA Plates, Corning Glass Works). Para facilitar la antigenacién se
mantuvo a 4° C durante toda la noche.

Lavado de la placa: Tras la antigenacion de la placa se realizaron tres
lavados, de cinco minutos cada uno, con 200 ul / pocillo de PBS-Tween 20.
Cuando ésta no se utilizé inmediatamente, se conservé a —20° C durante un
maximo de siete dias.

A continuacion, la placa fue saturada con una solucién de albtimina
bovina (BSA, Sigma) al 3% (p/v) en PBS-Tween 20, dispensandose 200 pl
por pocillo, incubandose a 37° C durante treinta minutos.

Lavado de la placa: Se realizaron tres lavados, de cinco minutos cada
uno, con 200 ul de PBS-Tween 20.

Una vez efectuadas las diluciones seriadas del control positivo, se
procedio a la distribucion de las mismas (100 pl por pocillo) por duplicado,
en los pocillos de las dos primeras filas de la placa segin queda reflejada en
la figura, reservando dos pocillos como blanco de referencia en la reaccién
colorimétrica final

Tras realizar las diluciones de los controles negativos y de las
muestras problema (1/100), se dispensaron 100 pl de cada uno de ellos, por
duplicado. A continuacion se cubrieron las placas con una hoja adhesiva y
se incubaron durante una hora a 37° C.

Lavado de la placa: Se efectuaron tres lavados de cinco minutos cada
uno con 200 pul de PBS-Tween 20.

La adicion del conjugado (anti-IgG caprina obtenido en conejo) fue
de 100 pl por pocillo, incubandose cuarenta y cinco minutos a 37° C.
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Lavado de la placa: Como en el apartado anterior.

Una vez preparada la disolucion del substrato, se afiadieron 100 pl
de la misma en cada pocillo. A continuacion se procedié a la incubacién de
la placa durante unos minutos protegidas de la luz en una camara oscura y a
temperatura ambiente.

La reaccién se frend mediante la adicion de 50 pl por pocillo de una
solucién de 4cido sulfiirico 2 M.

Finalmente, se procedié a la medida de las absorbancias o
densidades opticas mediante un lector de placa E.LIS.A. La longitud de
onda seleccionada fue de 492 nm.
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Fig. 3.8: Distribucién de los blancos, de las diferentes diluciones del pool de sueros
positivo y de sueros problemas (por duplicado).

3 7.2.3 Transformacion de los valores de absorbancias en Unidades
Relativas (UR)

3.7.2.3.1 Fundamento

Con objeto de eliminar las fluctuaciones que presentan las
densidades Opticas de una misma muestra obtenidas en los diferentes
ensayos inmunoenziméticos, se transforman dichos valores de absorbancia
en Unidades Relativas (U), a partir del pool de sueros positivos y mediante
el empleo de un anlisis de regresion ( Box y cols., 1993; Martin Andrés y
Luna del Castillo, 1994; Milton, 1994; Gardiner, 1997)

3.7.2.3.2 Procedimiento

Una vez obtenidas las densidades 6pticas (D.O.) de cada uno de los
pocillos, se realizé el procesado de los datos de la siguiente forma.
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Como todas las muestras se distribuyeron por duplicado en la placa
antigenada, se calcul6 la media aritmética de la D.O. de cada una de ellas.

A dicho valor se le rest6 la media aritmética del blanco mds alto con
el objetivo de eliminar la absorbancia debida a reacciones inespecificas.

Con los valores de D.O. obtenidos a partir de las diferentes
diluciones del pool de sueros positivos (1/25, 1/50, 1/100, 1/200, 1/400,
1/800, 1/1600 y 1/3200), se construyd una recta patrén donde se relaciond
la absorbancia (eje de abcisas OX), con el logaritmo de las nueve diluciones
(eje de ordenadas OY), siendo la ecuacion de la recta:

LogD=n+mA

Donde D es la dilucién, n y m los parametros de ajuste y A la
absorbancia.

Dilucion Logaritmo

1/25 -1.4
1/50 -1.7
1/100 -2
1/200 -2.3
1/400 -2.6
1/800 -2.9
1/1600 -3.2
1/3200 -3.5

Tabla: Logaritmo de las diferentes diluciones del suero de referencia.

A n se le da el valor de 0 Unidades relativas (U) y al a absorbancia
de la dilucion mas alta se le da el valor de 100 U.

A continuacion se calculd la distancia entre 0 y 100 U y el valor de
cada Unidad relativa, con respecto a los logaritmos de las diferentes
diluciones.

Para transformar la absorbancia de un suero en Unidades relativas, se
despejo el valor de Log D de la ecuacidn, siendo A dicha absorbancia.
Como el valor obtenido viene referido en logaritmo, se calculd la distancia
entre 0 U y log D, transformandose a continuacién en Unidades con
respecto a los logaritmos de las diferentes diluciones.
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3 7.2.4 Procesamiento de datos. Anélisis estadistico

Con el estudio de contraste de medias entre los controles y el control
negativo, establecemos el intervalo donde va a encontrarse el punto de corte,
al 95%. En otras palabras, los controles cuya media en unidades (U) sea
superior al extremo del intervalo de U de IgG en donde se situa el punte de
corte (Vizmanos y Asensio, 1976; Canavos, 1988) se consideraron

positivos.

Para asignar un valor a dicho punto de corte, se calcul6 mediante el
valor medio de los controles negativos mas dos veces la desviacion estandar

de los mismos.

3.7.2 EL.1S.A.-IgG anti T eladorsagia circumcincia con tratamiento
previo del antigeno con periodato sodico

3721 Tratamiento del antigeno somatico de 7. circumcincia con
periodato sodico

Los carbohidratos juegan un importante papel como antigenos,
muchas veces predominante en los perfiles inmunolégicos de
microorganismos y paréasitos (Ferguson and Homans, 1988), incluso
aunque se traten de epitopos que no pueden ser clonados por medio de
técnicas de DNA. Existen diversos métodos que nos permiten detectar si un
antigeno tiene entre sus determinantes antigénicos carbohidratos. El mas
simple consiste en estudiar la termoestabilidad de los epitopos, realizando
un test de ligazén a anticuerpos tras tratar el antigeno a 100° C durante 5
minutos. Sin embargo, esto puede resultar equivoco, puesto que algunas
proteinas son termoldbiles. Se prefirié utilizar en nuestro estudio el
tratamiento del antigeno con periodato sodico. El periodato provoca la
oxidacion de los anillos de hexosa, haciéndola linear, destruyendo con ello
cualquier reactividad inmunol6gica que estos carbohidratos pudieran tener.
La oxidacion con periodato es una técnica ampliamente utilizada para
demostrar Ia naturaleza de carbohidratos de muchos antigenos, por ejemplo
para aquellos reconocidos por anticuerpos monoclonales (Maizels y cols.,
1987). En cualquier caso, algunos determinantes glucidicos son resistentes
al periodato (por ejemplo la sacarina) (Maizels y cols., 1991). El periodato
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también oxida otras moléculas, como la histidina, y por las minimas
condiciones que requiere, es utilizado con mucha frecuencia (Eyrlar and
Jeanloz, 1962; Miller-Podraza and Fishman, 1982).

3.7.2.1.1 Reactivos necesarios
A) Buffer sodio-acetato

Se afiadieron 0.82 gr de acetato sddico (Sigma) a un litro de
agua destilada y se ajustd hasta pH 4.5.

B) Borohidrato de sodio 50 mM

A un litro de PBS se le afiadieron 1.89 gr de borohidrato de
sodio (Sigma).

3.7.2.1.2 Método

Tras la antigenacion de la placa de modo andlogo a como se
describi6 en el protocolo anterior, se realizaron tres lavados, de cinco
minutos cada uno, con 200 pl de PBS-Tween 20. A continuacién se
dispensaron 150 pl de buffer sodioacetato (pH 4.5) con periodato sédico
(NalO4 )(5mM). Después se incubaron las placas en oscuridad y a
temperatura ambiente durante una hora. A continuacién se realizaron tres
lavados con 200 pl de PBS-Tween 20 de cinco minutos cada uno. Para
reducir los productos oxidados se afiadieron 150 pl de borohidrato de sodio
(50 mM) y se incubé durante treinta minutos a temperatura ambiente
(Thimethy y cols., 1996). Luego, se realizaron otros tres lavados con 200 pl
de PBS-Tween 20 de cinco minutos cada uno. A continuacién, la placa fue
saturada con una solucién de albiimina bovina (BSA, Sigma) al 3% (p/v) en
PBS-Tween 20, dispensandose 100 ul por pocillo, incubandose a 37° C
durante treinta minutos, retomindose el protocolo habitual del test
E.L.I.S.A. desarrollado en el apartado anterior.

3.8 NECROPSIAS

El sacrificio de los animales se realiz6 mediante inyeccién en la
vena yugular de Tiopentotal (Tiobarbital 1 g) , tras lo cual se les practicé la
necropsia reglada y completa, observando macrosc6picamente todos los
organos, tejidos y aparatos.
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3.8.1 Toma de muestras

Para el estudio estructural se tomaron muestras de ganglios linfaticos
abomasales. El tamafio de las muestras fijadas por inmersion en formol fue
de 1 cm’. Ademas se recogieron los abomasos de todos los animales
sacrificados para realizar el recuento de los adultos de Teladorsagia
circumcincta y raspados de mucosa.

3.8.2 Lavados gastricos

Para conocer la carga parasitaria de los animales inoculados, se
realizaron lavados de abomaso a todos ellos tras su sacrificio. Para ello, se
ligé el duodeno antes de separar el abomaso del resto del aparato digestivo
del animal y se depositaron en bolsas debidamente identificadas.

Los cuajares se abrieron sobre una bandeja de plastico, en la que se
recogi6 el contenido. A continuacion se lavo intensamente con dos litros de
agua destilada la pared del cuajar, raspando cuidadosamente con los dedos
la mucosa para separar los vermes adheridos, recogiéndose estos lavados en
la misma bandeja donde se vaci6 el contenido. A continuacion se agitd
intensamente el lavado y se recogieron 400 ml de muestra. Para ello, se
utilizaron botes plasticos de 5.5 ¢m de diametro y se tomaron las muestras
en una probeta graduada, hasta alcanzar un total de 400 ml. Se afiadié
formaldehido (35-40 % p/v) hasta alcanzar una concentracion final de éste
al 10%. Para el recuento se emplearon placas de petri marcadas con lineas
paralelas separadas entre si por 1 cm. en las que se depositaban pequefias
cantidades del volumen obtenido tras ser fijada la muestra hasta revisarlos
completamente. Se contaron los vermes con una lupa a X16 aumentos. El
mimero de vermes contados en ese volumen de muestra se multiplic6 por
cinco para obtener el numero de vermes presentes en el abomaso
(modificado de MAFF, 1989).

3.9.3. Digestion de mucosa gastrica y recogida de vermes inmaduros

Se realizé un raspado de la mucosa de todos los cuajares de los
animales sacrificados. Para ello se utilizé un porta y se recogio el raspado en
botes estériles de orina. Se procedi6 a su congelacién hasta el momento de
su procesado.
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La mucosa se sometid a una digestion péptica. El liquido de
digestion se elaboré afiadiendo 8 g de pepsina, 20 ml de 4cido clorhidrico
concentrado y 23 ml de solucién saturada de sal comiin a 940 ml de agua
destilada. Este volumen fue suficiente para digerir unos 500 gr de tejido. Se
dispens6 el liquido de digestién en un vaso de precipitado y se afiadio el
raspado de la mucosa incubandose, en una estufa a 37°C durante 5-6 horas
en agitacion, hasta completar la digestion de la muestra. Se midi6 el
volumen del liquido resultante de la digestion de la muestra, se agitd
vigorosamente y se tom6 una aliquota de 10 mL Con agua destilada se
diluy6 hasta tener un volumen de 30 ml. Se examinaron estos treinta ml en
placas de petri marcadas con lineas paralelas separadas por un centimetro, a

16X. El ? mero de vermes se expres6 por gramo de mucosa (modificade de
MAFF, 1989).
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4.- RESULTADOS

En el presente trabajo se ha llevado a cabo un estudio sobre la
respuesta inmune celular y humoral que T. circumcincta desarrolla en cabras
inoculadas experimentalmente, tratando ademas de evaluar el efecto que
sobre la inmunorespuesta tiene una exposicion previa a una carga parasitaria
baja, similar a las detectadas en Gran Canaria (Molina y cols., 1997).

Dentro del estudio, ademas de contabilizar los nematodos presentes
en el abomaso de los animales en el momento del sacrificio, se ha realizado
una valoracién de la proliferacién de linfocitos sanguineos in vitro, tras
cultivarlos en presencia de concanavalina A (con A), fitohemaglutinina
(PHA) y pokeweed mitogen (PWM) -tres estimulantes inespecificos de la
linfoproliferacion- y también frente a tres concentraciones diferentes de
antigeno somético de T. circumcincta. Ademas se ha realizado un estudio
del perfil serologico que adopta las IgG especificas a lo largo de Ia
experiencia, asi como el recuento de huevos fecales y la evolucién de los
distintos parametros hemdticos, con especial atencion al nimero de
cosindfilos circulantes. Finalmente, el estudio se completa con la digestion
de mucosa del abomaso para la deteccién de larvas en hipobiosis y con el
estudio histopatolégico de los ganglios linfaticos abomasales.

4.1 Recuentos de vermes adultos recogidos en abomaso

4.1.1 Recuentos de vermes adultos durante la primera fase de la
experiencia '

Al finalizar las primeras 17 semanas del experimento se sacrificaron
5 animales pertenecientes al grupo de inoculados semanalmente con 2000
‘13 de T. circumcincta (lote Al). El promedio de vermes adultos que se
recogieron en los abomasos fue de 150 + 87 vermes / animal, siendo el
rango de estos de 60 a 275 vermes / animal.

4.1.2 Vermes recogidos en el abomaso durante la segunda fase de la
experiencia

La segunda fase del experimento se inici6 la semana 17 al
desparasitar a todos los animales con clorhidrato de levamisol (7.5 mg / Kg
pv sc). Posteriormente, la semana 23°, se inocularon 10 animales con una
dosis anica de 20000 L3 de T. circumcincta via intrarruminal. Cinco de
estos animales, habian sido inoculados en la primera fase del experimento
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(lote A2 —reinfestado-), mientras que los otros cinco se habian mantenido
anteriormente como testigos (lote B1). Otros cinco animales no se
inocularon y sirvieron como controles (lote B2). Todos los animales se
sacrificaron la semana 32° del estudio, y se realizaron lavados abomasales a
fin de conocer la carga de vermes adultos. El promedio de vermes
encontrado en el lote A2 fue de 1240 + 634 vermes / animal, mientras que
en el lote primoinoculado, lote B1, el promedio fue de 1205 + 1192. Los
rangos observados fueron 1740-185 y 2580-455 vermes / animal
respectivamente.

Durante esta segunda fase de la experiencia, uno de los animales del
lote A2, presenté un recuento de vermes mmy inferior al resto de los
animales de su grupo, con tan s6lo 185 adultos. Si descartamos este animal,
el promedio de este lote fue de 1504 vermes / animal, y la desviacion
estandar de tan s6lo + 269. Lo mismo sucedié en el lote B1. También en
este caso un animal present6 un recuento mucho mayor que el resto de los
animales de este grupo. Sin este animal, el promedio del lote B1 serfa de
517 vermes / animal, y la varianza de + 88. Incluso utilizando estos datos, si
bien en el lote reinfectado presenté un valor meido mis elevado con
respecto a lote B1 (infectado sélo en la segunda fase del experimento), no se
detectan diferencias significativas consecuentes a la infeccion previa. Sin
embargo, si descartamos estos dos animales que presentan un
comportamiento atipico dentro de sus correspondientes grupos, si se
encuentra diferencias significativas entre los lotes (p = 0.009). En el lote B2,
que incluia animales testigos que no habian sido inoculados en ningun
momento en la experiencia no se recogieron vermes tras realizar los lavados
de abomaso.

4.2 Test de transformacién linfoblastica

4.1.1 Test de transformacion linfoblastica durante la primera fase de
la experiencia

Durante esta primera fase del experimento el test se desarrollé sobre
dos lotes de animales, un lote A (n = 10), que fue inoculado a razén de 2000
L3 de T. circumcincta semanales y el lote B (n = 10), no infectado, y que
sirvi6 como testigo durante esta fase de la experiencia. Antes de comenzar
el protocolo experimental, se procedi6 a recoger muestras de sangre de cada
uno de los animales, con las que se ensayaron distintas concentraciones de
estimulantes inespecificos, asi como de antigeno, a fin de determinar la
respuesta linfoproliferativa inicial.
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Para los ensayos previos, se utilizaron cuatro cabritos de cinco meses
de edad sanos y libres de nematodos gastrointestinales, pertenecientes a la
Granja de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de las Palmas de
Gran Canaria. Respecto a la concanavalina A, se ensayaron 11 diluciones
dobles distintas, que oscilaron entre los 0.75 pg / mly 80 pg / ml, por
pocillos. Para la fitohemaglutinina se ensayaron un total de 10 diluciones
dobles, entre 1.56 pg / mly los 800 pg / mly el para el pokeweed mitogen,
también fueron 10 las diluciones dobles realizadas, que se iniciaron en 0.625
png / miy los 320 pg / ml. Para escoger las concentraciones que finalmente
se utilizaron en el experimento se emplearon aquellas diluciones que
proporcionaron una mayor respuesta linfoproliferativa respecto a los
pocillos incubados sin mitdgeno que sirvieron como controles.

Cinco fueron las concentraciones de antigeno ensayadas antes de
comenzar el experimento. Desde 12.5 pg / mi hasta 200 pg / ml. En este
caso, se seleccionaron las concentraciones de antigeno cuando no
modificaran Ia respuesta de los linfocitos de los animales no parasitados que
se emplearon en la puesta a punto del test de transformacion linfoblastica.

Como qued6 reflejado en el apartado de material y métodos, cada
uno de los ensayos se realizd por triplicado, tanto para los testigos como
para las distintas concentraciones de mitogenos y antigeno.

A lo largo de las 17 semanas de la primera fase del experimento se
extrajo sangre para estudiar la proliferacién de los linfocitos sanguineos in
vitro, las semanas 0,1,2,3,4,5,6,7,9 y 112, para todos los animales objeto de
estudio. Como estimulantes de la linfoproliferacién se emplearon la Con A,
la PHA y el PWM. Ademas se estudi6 el comportamiento de los linfocitos
en presencia de distintas concentraciones de Ag somético de adultos de T.
circumcincta (Agl: 10pg / ml; Ag2: 20 ug/ ml; Ag3: 30 pg/ ml).

Para comparar los valores de linfoestimulacién de cada uno de los
dos lotes, se calculd para cada animal una variable diferencia de
absorbancia, que recoge el resultado de la resta de la media de las
absorbancias obtenidas en los pocillos estimulados -bien por mitdgenos
inespecificos o por antigenos- con la media de absorbancias obtenidas en los
pocillos de control. Una vez obtenidos todas las variables diferencia de
absorbancia (A absorbancia) de los animales de cada lote, se calcula el valor
promedio de dicha variable A absorbancia para cada grupo de animales. Los
resultados del test de transformacién linfoblastica se desglosaran, para una
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mejor comprension, para los distintos mitégenos y concentraciones de
antigeno.

4.1.1.1 Concanavalina A

Los resultados obtenidos en los valores de A absorbancia para los
lotes A y B, muestran que no existen diferencias significativas entre los
grupos en las semanas previas al experimento. Los valores diferencia
iniciales son mayores en el lote A y se instauran a partir de la tercera
semana, manteniéndose esta tendencia hasta la novena semana. En la 52
semana  estas diferencias son estadisticamente significativas en la
linfoproliferacion in vitro entre el lote A y el lote B (p = 0.05). Estas
diferencias perduran las semanas 6* (p = 0.005) y 7* (p = 0.03) (gréfica 4.1
4 ).Sin embargo, las semanas 9* y 11* dejan de existir diferencias entre los
lotes. Las tres semanas en las que detectamos diferencias significativas entre
grupos, se observa una menor capacidad de respuesta a la con A in vitro de
los linfocitos de los animales pertenecientes al lote A, esto es, los animales
infectados.

|H Lote B

Primoinoculacion
04 -
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absorbancia.
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réfica 4.1: Promedio de las variables diferencia de absorbancia de linfocitos
procedentes de animales inoculados con 7. circumcincta (lote A) y no inoculados
(lote B) cultivados in vifro con Con A durante la primera fase del experimento.
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4.1.1.2 Fitohemaglutinina

Al estudiar los valores de:A absorbancia en los linfocitos cultivados
en presencia de PHA en los lotes A y B, encontramos una situacién similar a
la detectada con la con A. También se parte de valores medios mas elevados
en el lote A, si bien en la siguiente semana después de la primera semana
post-inoculacién, los valores son mayores en el lote B que en el A.
Unicamente encontramos diferencias significativas al estudiar el A
absorbancia en las semanas 5* (p = 0.05) y 6* (p = 0.05) (grafica 4.2,4),
desapareciendo estas diferencias la séptima semana p. i. . Al igual que
sucedia con la con A, las semanas en las que se observan diferencias entre
lotes, los linfocitos del lote A (inoculado) se muestran con menor respuesta
a la estimulacién con PHA en los cultivos in vitro que los linfocitos
procedentes de animales del lote B (testigos).
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4.1.1.3 Pokeweed mitogen

La respuesta linfocitaria en los cultivos in vifro con PWM, los
resultados fueron similares a los detectados con la PHA y con con A.
También en esta ocasién la capacidad linfoproliferativa en los animales del
lote A fue superior antes del experimento. Esta tendencia se invierte a partir
de la primera semana, observandose incluso valores de la variables
diferencia negativos en el lote A. Los elevadas desviaciones observadas
hicieron que s6lo se encontraran diferencias significativas en la respuesta
linfocitaria en la quinta semana (p=0.046) y en la sexta semana (p = 0.016)
(grafica 4,3,4‘). No se detectaron diferencias significativas en las restantes
semanas de la primoinoculacion.

LINFOPROLIFERACION. PWM.
Primoinoculacién

0‘35 g L e s

Lote A
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Grafica 4.3: Promedio de las variables diferencia de absorbancia de linfocitos
procedentes de animales inoculados con 7. circumcincta (lote A) y no inoculados |
(lote B) cultivados in vifro con PWM durante la primera fase del experimento. 2
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4114 Cultivo de linfocitos con distintas concentraciones de
antigeno somatico

Al igual que sucede con los mitogenos ensayados en los cultivos in
vitro de linfocitos, también las semanas en las que se detectan diferencias
significativas entre los lotes son en torno a la quinta y séptima semana.
Concretamente, para la concentracion de antigeno de 10 pg / ml (Ag 1), fue
en la quinta semana, en la que se encontro diferencias significativas entre el
lote A y lote B (p = 0.028) (grafico 4.5 ). Para las concentraciones de 20
pg / mly 30 ug / ml (Ag2 y Ag 3, respectivamente) estas diferencias se
encontraron también en la quinta semana (p = 0.05 y p = 0.045) y ademas en
la séptima semana ( p = 0.049 y p = 0.001, respectivamente) (grafico 4.58)
(grafico 4.6 ). A diferencia de lo ocurrido con las semanas en las que se
detectaron diferencias significativas entre el lote A y el lote B al utilizar
estimulantes inespecificos, en las cuales los linfocitos del lote A sufrieron
una inhibicién en su respuesta, en este caso, la respuesta linfoproliferativa
de los animales inoculados cultivados en presencia de antigeno, fue superior
a la encontrada en los animales no inoculados. A de notarse que se producen
valores de la variable diferencia negativos, especialmente importantes con
las concentraciones mis elevadas de antigeno y en el lote testigo, aunque
también se nota en el lote inoculado.

Aunque se observaron importantes diferencias entre animales a lo
Jargo del experimento la respuesta de cada animal frente a las distintas
concentraciones de antigeno fue muy homogénea. Ademds, no todos los
animales alcanzaron valores de A absorbancias positivos, esto es, en
ocasiones , los linfocitos en cultivo con concentraciones variables de
antigeno somatico de adultos de 7. circumcincta, respondieron peor que los
linfocitos de los mismos animales cultivados tinicamente con el medio de
cultivo. Para una mejor comprension de esta variabilidad individual, se
estudiaron los comportamientos de cada animal inoculado, cada semana
respecto al promedio alcanzado por los animales no inoculados (lote B),
comparando dicho promedio con los valores semanales obtenidos en la
tripleta de pocillos empleados para cada antigeno (ver tabla 4.1).
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LINFOPROLIFERACION. Ag 1.
Primoinoculacion

B Lote A
ElLote B

Variable incremento de
absorbancia.
(Valores medios)

005101 234 5 670911

A
Semanas

Graﬁca 4 4: Promedlo de las vanables diferencia de absorbancla dc lmfomtos
procedentes de animales inoculados con 7. circumcincta (lote A) y no inoculados (lote B)
cultivados in vifro con antigeno somatico de adultos de 7. circumcincta a una

concentracion de 10 p g/ ml (Agl) a lo largo de la primera fase del experimento.

4.1.2 Test de transformacion linfoblastica durante la segunda fase del
experimento

La segunda fase de la experiencia, comenz6 con la desparasitacion
de todos los animales con levamisol la semana 17. La semana 23" se
inocularon 10 animales con una dosis unica de 20000 L3 de 7. circumcincta
intra-ruminalmente. Cinco de estos animales, eran cabras que habian estado
parasitadas en la anterior etapa, y en esta segunda fase se corresponden con
el lote A2. Por lo tanto se trata de animales inmunizados. Por su parte, los
otros cinco animales inoculados, habian sido testigos del experimento en la
anterior etapa, con lo que en este segundo periodo se trata de animales
previamente infectados, que se reinfectaron. Se corresponden con el lote B1.
Finalmente, y como testigos de esta segunda etapa, quedan cinco de los 10
animales que fueron testigos en la anterior fase, y que en esta segunda
experiencia son el lote B2, que de nuevo, no estuvieron inoculados.
Siguiendo el mismo esquema de descripcion de resultados procederemos a
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referir independientemente a cada uno de los mitégenos y particularmente
consideraremos la respuesta desarrollada frente a diferentes concentraciones
de antigeno.

LINFOPROLIFERACION. Ag 2.
Primoinoculacion

0,15 ¢

Lote A
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Variables diferencia de
absorbancia. (Valores
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Grifica 4.5: Promedio de las vanables deercnma de absorbancia de hnfocnos
procedentes de animales inoculados con 7. circumcincta (lote A) y no inoculados
(lote B) cultivados in vitro con antigeno somatico de adultos de 7' circumcincta a una

concentracion de 20 p g/ ml (Ag2) durante la primera fase del experimento.

4.1.2.1 Concanavalina A

El estudio de las variables diferencias en la linfoproliferacion,
muestran que el lote A2 (reinoculados), en la semana 24°, por tanto una
semana después de la reinoculacion, mostré una reduccién significativa en
la proliferacién linfocitaria en cultivos in vitro en presencia de con A, al
compararlos con el lote B2 (testigos) (p = 0.015). Ademas, mostro
diferencias cuasi-significativas (p = 0.08), respecto al lote BI
(primoinoculados). Sin embargo, no existen diferencias significativas entre
el lote B1 y B2.
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La semana 25 (2* semana p.i.), perduran la diferencia entre el lote
A2 y el B2 (testigo) (p = 0.001) y ademas, también existen diferencias entre
el lote B1 y el B2 (p = 0.038). En todos los casos, los animales inoculados
muestran unas variables diferencias de menor magnitud que los lotes de
animales testigos, evidenciando una pérdida de respuesta linfocitaria a la
estimulacion por medio de mitégenos inespecificos. Las semanas 27%, 29° y
31 no existen diferencias significativas entre los lotes (ver grafica 4.7).

LINFOPROLIFERACION. Ag 3.

Primoinoculacion
0,2 = 5
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G r ai“ ca 4.6: Promedlo de las variables diferencia de absorbancia de llnfocr.tos
procedentes de animales inoculados con 7. circumcincta (lote A) y no inoculados (lote B)
cultivados in vifro con antigeno somatico de adultos de 7’ circumcincta a una
concentracion de 30 p g/ ml (Ag3)
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1 + +
23 Ag2 + ¥
+ +
Agl + - + -
35 + +
+ + - -
Agl + + +
44 + + + +
A2, - - -
Agl + +
50 - - ¥
- - + +
Agl + +
51 A2 - +
+ +
Agl - +
55 A2 - - +
- +
Agl
57 Ag2 +
Agl + + +
66 Ag2 - +
- +
1 + + +
82 Ag2 + +
+

Tabla 4.2: Se representa el comportamiento de los linfocitos de cada animal en cultivos
expuestos a las diferentes concentraciones de antigenos. Con un signo “+’, se representan
diferencias significativas entre el animal y el promedio del lote B (no inoculado, testigo)
cuando la respuesta linfocitaria fue mayor en los linfocitos cultivados en presencia del antigeno
(inmunoestimulacién). El signo “-%, representa diferencias significativas entre el animal y el
promedio del lote B, pero cuando la respuesta linfocitaria en cultivo con el antigeno fue menor
que los linfocitos cultivados vinicamente con el medio de cultivo (inmunocinhibicién).
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Gréﬁca 4.7: Promedlo de las vanables dlferenma de absorbancxa de lmfocltos procedentes L

de animales reinoculados con 7. circumcincta (lote A1) y primoinoculados (lote B1) y no |
inoculados(lote B2) cultivados in vitro con concanavalina A durante la segunda fase de la |

experiencia

4.1.2.2 Fitohemaglutinina

Una vez mas, tanto en la semana 24 (1* semana p.i.) como en la 25°
(2* semana p.i.), se detecté una reduccion en la capacidad de respuesta de
los linfocitos procedentes de animales infectados previamente (lote A2) a la
estimulacién con mitégenos inespecificos (fitohemaglutinina), al comparar
las variables diferencias de absorbancias obtenidas en promedio en los lotes
A2 y el lote B2 (testigo) (p = 0.018; p = 0.02, respectivamente). Estas
diferencias significativas desaparecen las semnas 27°, 29* y 31% No se
encontraron diferencias entre el lote A2 y el lote B1, atin a pesar de que en
la semana 24° se observa una mayor respuesta linfocitaria en el lote B1.

El lote B1 (primoinoculados en esta segunda fase), aunque en la
semana 25 (2* semana p.i.), presenta una menor respuesta de sus linfocitos
a la estimulacion in vitro con PHA que la observada por el lote B2 (testigo),
con una significacion estadistica (p = 0.05). Si valoramos las variables
diferencia de absorbancias de los lotes A2 y Bl conjuntamente (animales
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inoculados en esta segunda etapa), y los comparamos con las encontradas en
el lote B2 (testigos), se encuentran diferencias significativas en esta 25°
semana. En las semanas 27%, 29° y 31° no existen diferencias significativas
entre el lote B1 y el B2 (ver grafica 4.8).

LINFOPROLIFERACION. PHA.

Reinoculacién
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c ST
Qo g E 0,15 - [ Lote A2
£8a H Lote B1
@8 & 017 OLote B2
n =
§8S 005
w S—
> 0 -

24 25 27 29 31
. %emanas

R,

102G S e AT SO i AL O

Grifica 4.8: Promedio de las variables diferencia de absorbancia de linfocitos
procedentes de animales reinoculados con T. circumcincta (lote Al), |
primoinoculados (lote B1) y no inoculados(lote B2) cultivados in vitro con PHA |
durante la segunda fase de la experiencia. &

e R s

4.1.2.3 Pokeweed mitogen

También se detectaron disminuciones en la linfoproliferacion de los
animales pertenecientes al lote A2, al comparar las variables diferencia de
absorbancia alcanzadas por los cultivos de linfocitos en presencia de PWM
de estos animales con los testigos (lote B2) (p =0.001; p=0.048 y p = 0.02,
en las semanas 24° (17 p. i) , 25* (2* p. i) y 29* (4° p.i.), respectivamente)
Las semanas 27* y 31% no hay diferencias significativas entre estos lotes. No
hay diferencias resefiables estadisticamente entre el lote A2 y Bl.
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Los linfocitos procedentes de animales primoinoculados (lote B1),
cultivados con PWM, mostraron una inhibicion en su respuesta significativa
(p = 0.005) al compararlos con los testigos (lote B2) en la semana 24°. Esta
diferencia perduré la semana 25* (p = 0.05), desapareciendo dichas
diferencias las semanas 27%, 29° y 317,

El estudio conjunto de los lotes A2 y B1 frente al lote B2, permitié
detectar diferencias significativas en lo que respecta a las variables
diferencia de absorbancia (p = 0.002 y p = 0.018 unicamente las semanas
242 y 25%) (ver grafica 4.9).
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Grifica 4.9: Promedio de las variables diferencia de absorbancia de linfocitos procedentes de |-
animales reinoculados con 7. circumcincta (lote Al), primoinoculados (lote B1) y no
inoculados(lote B2) cultivados in vifro con PWM durante la segunda fase de la experiencia. :

4.1.2.4 Cultivo de linfocitos a distintas concentraciones de antigenos

Durante las cinco semanas en las que se valord la respuesta linfoide
en la segunda fase de la experiencia, no se encontraron diferencias
significativas entre los valores de la variable diferencia de absorbancia
en los pocillos que correspondian a las concentraciones de antigeno
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ensayadas para ninguno de los lotes en estudio. En realidad s6lo se
encontraron diferencias significativas la semana 27°, con el Agl, al
comparar, los valores obtenidos por el lote B1 y el B2 y entre el Bl y el
A2. En ambos casos, y al igual que sucedié en la primera etapa del
ensayo, el lote B1 obtuvo valores de A de absorbancia mayores que los
otros dos lotes. Sin embargo, con las otras concentraciones de antigeno
no se detectaron diferencias significativas entre los lotes (ver graficas,
4.10;4.11;4.12).

LINFOPROLIFERACION Ag1
Reinoculacion

0’15 e - = e e

Lote A2 ||
H Lote B1||
OlLote B2|f

Variable diferencia de
absorbancia.
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Graf‘ ica 4.10: Promedlo de las varlables dlferencla de absorbanc;a de ]mfocuos
procedentes de animales reinoculados con T. circumcincta (lote Al),
primoinoculados (lote B1) y no inoculados(lote B2) cultivados in vifro con antigeno
somatico de adultos de 7. circumcincta a una concentracion de 10p g / mi (Agl) |
durante la segunda fase de la experiencia

&
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Reinoculacion
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Grifica 4.11: Promedio de las variables diferencia de absorbanc
procedentes de animales reinoculados con 7. circumcincta (lote Al), primoinoculados
(lote B1) y no inoculados(lote B2) cultivados in vitro con antigeno somatico de
adultos de 7. circumcincta a wna concentraciéon de 20p g / ml (Ag2) durante la
segunda fase de la experiencia.

4.2 E.L.LS.A. (Enzyme linked immunosorbent assay)

4.2.1 ELISA-IgG anti-antigeno somatico de 7. circumcincita

Para la interpretacion de los resultados obtenidos en el test ELISA,
se han tomado los resultados recogidos de forma individual en cada
animal, y a partir de ellos se han calculado los valores promedio para
cada lote en cada etapa de la experiencia. Los valores correspondientes de
absorbancias para cada animal, se transformaron en unidades relativas
(UR), como quedo reflejado en el apartado de material y métodos. Con
esta transformacion matematica de los resultados, se pretende eliminar las
variaciones que existen entre placas, y se considera también las
reacciones inespecificas, al restar el valor de absorbancia de los blancos
al promedio obtenido en el duplicado de cada muestra.
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Grifica 4.12: Promedio de las variables dlfcrencxa de absorbanma de linfocitos ”
procedentes de animales reinoculados con 7. circumcincta (lote Al), primoinoculados |
(lote B1) y no inoculados(lote B2) cultivados in vifro con antigeno somatico de |

adultos de T. circumcincta a una concentracion de 30p g / ml (Ag3) durante la
segunda fase de la experiencia.

El procesado estadistico de los resultados se ha realizado a partir de
la transformacion logaritmica de los valores de las UR obtenidos asi
como previamente a la comparaciéon de los promedios de los distintos
lotes por medio de la correspondiente prueba de t de Student en la que se
considero significacion estadistica con valores p< 0.05. Esta
transformacion logaritmica se realizO para disminuir el efecto de las
varianzas de los promedios del lote inoculado. La gran variabilidad de
respuesta de los animales, hace que teniendo todos ellos valores UR
mayores que los controles, no se observe la significacion estadistica al
procesarlos conjuntamente dentro del lote. Esta significacién, que por lo
demas también se observd si consideramos los valores de absorbancia
(D.O.) directamente (Stear et al., 1995¢).

Finalmente, se han realizado los test E.L.I.S.A., tanto empleando
directamente antigeno somatico de adultos de 7. circumcincta, como tras
un tratamiento previo de dicho antigeno con periodato sédico, para tratar
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de disminuir con éste las reacciones inespecificas, al reducir por
oxidacidén el mimero de epitopos de naturaleza glucidica que pudieran ser
reconocibles. En el planteamiento de los resultados serologicos se tendra
por tanto en cuenta, el periodo de la experiencia estudiado (primera y
segunda etapa) asi como los resultados obtenidos con y sin tratamiento
previo del antigeno somatico de adultos de T. circumcincta.

4.2.2 Respuesta serologica especifica (IeG) durante la primera fase
del experimento :

4.2.2.1 Resultados utilizando antigeno somatico de adultos de T.
circumcincta

Durante las 17 semanas que corresponden a la primera fase del
experimento, y hasta la 22* (previa a la inoculacién de la segunda etapa de
la experiencia), el valor promedio de logaritmos base 10 de UR para el
lote A (inoculados) fue superior al encontrado en el lote B (testigos).
Estas diferencias, alcanzaron significacion estadistica (p<0.05) desde la
semana 4* a la 9* ininterrumpidamente, y posteriormente las semanas 13?,
14%, 15* y 172 En las semanas intermedias, aunque no llegan a resultar
significativas estadisticamente, se mantiene la tendencia de mayor UR
para el lote A. En estas semanas (10 11% 12% y 167 la “p” obtenida al
aplicar la prueba T de student oscila entre 0.08 y 0.1, lo que permite
hablar de “cuasi-significacion”.

En la grafica 4.13 se ha representado el valor diferencia en UR entre
el lote A (inoculado) y el B (testigo) a lo largo de la primera fase del
experimento. Aunque no se observd una tendencia clara, la mayor
diferencia en los valores promedios de IgG en UR se observaron en las
semanas en las que se aprecian por lo general diferencias significativas.

4.2.2.1 Resultados utilizando antigeno somético de adultos de T.
circumcincta tratado con periodato sodico (NalOy)

Durante las primeras 17* semanas del experimento, y con la Unica
excepcion de la semana previa, los valores de UR encontrados en promedio
en el lote inoculado (A) fueron mayores que los detectados en el lote testigo
(B). Esta situacion se invierte a partir de la semana 18 hasta la 22% si bien
durante estas cinco semanas no existen diferencias significativas entre
ambos lotes. Durante el periodo en el que los animales inoculados
mostraron niveles mas elevados de anticuerpos especificos, estas diferencias
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fueron significativas (p<0.05) y de forma ininterrumpida entre las semanas
4*y 14°, ambas inclusive. Las semanas 15 (p = 0.1) yla 16* (p = 0.06) no se
encontraron diferencias significativas, aunque los valores promedio de las
UR del lote A (inoculado) fueron mayores que la del lote B (testigo).

ELISA IgG

ﬁ:l Lote A-lote Q

Diferencias UR

=
]
o
=)
(=]

10 1214 1%18 20 22

Semanas

T

Grifica 4.13: Valores diferencia de UR del lote A y B durante la primera etapa del
experimento. Antigeno somatico de adulto sin tratamiento previo con NalO,.

Las mayores diferencias en los valores de UR de los promedios de
los lotes A y B se detectan en las semanas en las que existen diferencias
significativas entre los lotes, como se observa en la gréfica 4.14.
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rifica 4.14: Valores promedios de la diferencia de UR del lote A y B durante
la primera etapa del experimento. Antigeno somatico de adulto con tratamiento
previo con NalO..

4.2.3 Respuesta serologica especifica (IgG) durante la segunda fase
del experimento

4.23.1 Resultados utilizando antigeno somético de adultos de T.
circumcincila

Al evaluar durante la reinoculacion los valores serolégicos de IgG
especificos anti-7. circumcincta, se aprecié que el lote A2 (reinoculado)
presenta diferencias significativas con el lote B2 (testigo) durante las
nueve semanas (desde la semana 23 hasta la 31 del experimento).
Respecto al lote Bl (infectados por vez primera), se encuentran
diferencias significativas las semanas 23 y 24, pero dejan de apreciarse
desde la semana 25* en adelante. En todos estos casos, el valor del
promedio del lote A2 resulté mayor que el detectado en el lote B2.

Por su parte , el lote Bl no llegd a determinar diferencias
significativas respecto al lote B2 hasta la semana 27 A partir de entonces
estas diferencias se mantienen hasta la 31%, Cada semana su valor era cada
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vez mayor y el valor de la diferencia respecto al lote testigo también
aumento semanalmente hasta hacerse estadisticamente relevante.

Finalmente, el estudio conjunto de los lotes A2 y Bl (esto es, todos
los animales inoculados) frente al lote B2 (testigos), solo permiten
detectar diferencias significativas a partir de la 25* semana, siendo mayor
la respuesta sérica de IgG especificas detectada en el lote A2+Bl1
(inoculados) que en los animales testigos (lote B2), y manteniéndose esta
situacién hasta la semana 317
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Gréfica 4.15: Valores promedios de la diferencia de UR de los lotes A2 ||
(reinoculados) y B1 (primoinfectados) y B2 (testigos) durante la segunda etapa de |
la experiencia. Se ha utilizado antigeno somético de adulto. (Diferenciasj entre |
lote A2 yB2); (diferenciash entre lotes B1 y B2).

4231 Resultados utilizando antigeno somatico de adultos de 7.
circumcincta tratado previamente con periodato sodico

Tras el tratamiento previo con periodato sodico del antigeno
somatico utilizado en este estudio, mo se detectan diferencias
significativas entre lotes en la semana 23" (1" semana p.i.), pero a partir de
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este momento empezaron a detectarse diferencias significativas entre le
lote reinoculado (A2), y el primoinfectado (B1) y testigos (B2) durante
esta fase del estudio. Estas diferencias siguen patentes con el lote testigo
durante todo el estudio, pero dejan de observarse entre los lotes
inoculados (A2 y B1), a partir de la segunda semana post-inoculacién.

Por su parte, el lote B1 no tiene diferencias significativas con el lote
B2 hasta la semana 27%, y desde entonces hasta la 31* interrumpidamente.
Su diferencia con el lote B2 aumenta progresivamente, como recoge la
grafica 4.16.

El estudio estadistico considerando conjuntamente a los lotes A2 y
Bl (animales inoculados), solo mnos permite detectar diferencias
significativas a partir de la semana 25% y hasta el final del experimento,
también con valores de UR promedios mayores en el lote inoculado que
en el testigo. I

| ELISA IgG

Diferencias UR

A A Ad

Semanas

ST W AT ol 1]

SR R AR TR o LT :
Gréfica 4.16: Valores promedios de la diferencia de UR de los lotes A2
(reinoculados) y B1 (primoinfectados) y B2 (testigos) durante la segunda etapa de
la experiencia. Se ha utilizado antigeno somético de adulto tratado previamente con |
NalQ,. (Diferenciad® entre lote A2y B2) y (Diferencias‘ entre lote B1 y B2). 3

T e I T L o T
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4.3 Recuentos fecales de huevos

Los recuentos fecales de huevos se determinaron por
triplicado cada semana desde la semana 0 de la experiencia hasta la 17%, esto
es, a lo largo de la primera fase de la experiencia y desde la semana 232
hasta la 31° en la segunda fase del experimento. Para ello los miércoles se
recogian muestras de heces del recto de los animales inoculados hacia las
12:00 a.m., y se procedia a la estimacién de la concentracién de huevos de
nematodos en las heces por medio del método de McMaster, tal cual se
detall6 en el apartado de material y métodos.

43 1 Recuentos fecales de huevos durante la primera fase de la
experiencia

Durante la primera fase del experimento, tnicamente se evidencié la
eliminacion de huevos de Teladorsagia circumcincta en heces de los
animales del lote A, al ser el tnico grupo que estaba inoculado. El periodo
prepatente fue de tres semanas para 6 / 10 animales y de 4 semanas para 2
animales, de 5 semanas para otro y el ultimo animal evidenci6 su
parasitacion con la presencia de huevos en heces la 7* semana. Los
recuentos fecales de huevos mantuvieron una tendencia a aumentar su
nimero desde la semana tercera hasta la novena, momento en el que
alcanzaron su valor maximo. A partir de entonces, este parametro comenzo
a decrecer progresivamente hasta la semana 17°, (con un pequefio repunte
las semanas 12° y 16%), en la que se sacrificaron cinco de los animales y se
desparasitaron los restantes integrantes de este lote. A continuacioén se
representa graficamente estos resultados, y se recogen en una tabla anexa
los promedios de huevos liberados en las heces en los animales del lote A.

Dado que también se pretendia evaluar la validez del recuento fecal
de huevos como estimador del nimero de vermes adultos que se alojaban en
el abomaso de los animales inoculados, se procedio a realizar correlaciones
y regresiones lineares entre los valores obtenidos en los recuentos
individuales de huevos en heces, y los vermes alojados en el abomaso.
Durante esta primera inoculacién, la asociacion resulté débil. El coeficiente
de regresion linear fue de R2=0.56, con una probabilidad del 0.87.
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Grifica 4.13: Representacién de los recuentos fecales de huevos del lote A durante
la primoinfestacion.

4.3.2 Recuentos fecales de huevos durante la segunda fase de la
experiencia

La segunda fase del experimento se inici6 con la inoculacion de
20000 L3 de T. circumcincta a cinco animales inmunizados en la primera
etapa del experimento (lote A2) y otros cinco animales no inmunizados, que
pertenecieron en la primera etapa al lote testigo (lote B1). Finalmente, otros
cinco animales no fueron inoculados y actuaron como controles de esta
segunda inoculacién (lote B2). Desde la semana 23° hasta la 31° se
recogieron muestras de heces semanalmente y por triplicado de todos los
animales inoculados, y se estimé la concentracion de huevos en las mismas
también en este caso mediante el método de McMaster. El periodo de
prepatencia para el lote A2 (reinoculado) fue de 3 semanas, mientras que
para el lote B1 (primoinfestado) fue de 4 semanas. Si se considera cada
animal individualmente dentro del lote A2, dos animales mostraron un
periodo de prepatencia de 3 semanas, otros tres de cuatro semanas y un
tltimo animal en el que dicho periodo se prolonga hasta la sexta semana.
Por su parte, en el lote B1 el periodo de prepatencia oscila entre las 4
semanas y las 7 semanas. A partir de entonces, los recuentos fecales de
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huevos van en aumento en el lote A2 hasta el momento del sacrificio la
semana 31* de la experiencia, donde alcanza su valor maximo. Algo similar
sucede con el lote B1, aunque en este caso, los recuentos de huevos fecales
son algo menores, sin que existan diferencias significativas entre ambos

grupos (p = 0.09).
R T

REINOC ULACION Recuentos de huevos

R P—
2 |

® 2501

g ol

w & 1501 :
g3 5 I Lote A2 ||
g 1007 B Lote B1 ||
o

4

50
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Graﬁca 4.14: Representacmn de los recuentos fecales de huevos del lote A2 y lote ”
B1 durante la segunda fase del experimento. ]

Durante esta segunda fase del experimento, los recuentos fecales de
huevos mostraron una mayor correlaciéon con el recuento de vermes adultos
en el abomaso, observandose un valor de R* = 0.78 (p<0.001), considerando
la semana 9 post-inoculaciéon (31* del estudio) y el recuento de vermes
obtenido tras el sacrificio.

4.3 3. Repetibilidad v modelo linear mixto de los recuentos fecales
de huevos

Falconer, 1989, define la repetibilidad (R) como el cociente entre
los componentes de la varianza debida a comportamientos diferentes entre
animal (Sg) y la suma de componentes entre animal (Sg) y dentro de cada
animal (Sp).
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R= Sg/Sg+Sp

Este cociente, obviamente jamas puede superar el valor de la unidad,
por lo que en realidad se trata de una fraccion. Cuanto més proéximo sea el
valor de la R a uno, significa que en la totalidad de la varianza, o lo que es
lo mismo, la suma de cuadrados totales del modelo, casi toda esta
variabilidad se debe a la componente entre animales. Cuanto mas pequefia
sea el valor de la R, significa que en la varianza predominan los factores
internos a cada animal.

El término, desde un punto de vista estadistico se define como el
momento producto del coeficiente de correlacion de Pearson y exige que las
dos subpoblaciones tengan igual varianza (homocedasticidad) (Canavos,
1993). Para alcanzar esa igualdad en las varianzas (homocedasticidad) se
toma como variable la transformada del logaritmo decimal, aplicada al
niamero de huevos + :10. Esta transformacion permite la homocedasticidad
de las dos subpoblaciones generadas entre los dos periodos, por lo que la
repetibilidad se obtiene calculando el momento producto del coeficiente de
correlacion de Pearson, dado que se cumple la igualdad de las varianzas.

Asi, se han obtenido distintos valores de repetibilidad en funcién de
los periodos considerados. Asi, la repetibilidad promedio para el primer
periodo de infeccion es de 0.224 + 0.017. Para el segundo periodo es de 0.22
1 0.053. Ambos datos con un p < 0.05. El valor estimado de la repetibilidad
entre los dos periodos analizados hasta el maximo de la produccién de
huevos es de 0.27 con un valor p < 0.01 (significativo al 90%). Estos datos
nos indican que el componente de la varianza mas importante es la varianza
dentro de cada animal, esto es, predominan los factores internos de cada
animal sobre otros factores. A medida que se reducen los periodos de
estudio, aumenta la repetibilidad. Asi, si se calcula la repetibilidad para los
recuentos de huevos obtenidos en una misma semana, la repetibilidad del
primer periodo es de 0.654 + 0.055 y para el segundo periodo es de 0.531 +
0.091, aumentando entonces la importancia de la componente entre grupos.
La repetibilidad entre medias globales para los dos periodos de infeccién es
de 0.712.

Esta situacion se puede revertir un tanto, si se eliminan los resultados
de recuentos de huevos que son algo atipicos al resto de los integrantes de
sus grupos. Concretamente, dos animales del lote A2 y uno del lote A
durante el primer periodo de la experiencia. En este caso, la repetibilidad es
de 0.49 con una significacion de 0.04.
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Al aplicar el tratamiento de datos del modelo linear mixto, no se
detectaron diferencias significativas mi emtre animales ni entre periodos de
inoculacion.

4.4 Parametros hemdticos, proteinas séricas totales y fibrindgeno

Todos los animales del estudio fueron objeto de un seguimiento de
los diferentes valores hematolégicos, que permitieran detectar la presencia
de cambios significativos de infeccién con respecto al momento anterior a la
inoculacién y con el lote testigo. Durante la segunda etapa de la experiencia,
también se compararon los dos lotes infectados entre si. Para ello, se
obtuvieron muestras de sangre con anticoagulante (EDTA) para el estudio
del hemograma, la determinacién de las proteinas séricas totales y del
fibrindgeno, asi como de la formula leucocitaria durante las semanas que
duré la experiencia. Los promedios obtenidos por los distintos lotes y cada
uno de los parametros analizados se encuentran en el anexo.

4.4.1 Valor hematocrito

El valor de hematocrito de los lotes A y B durante la primoinfeccion
fueron muy parecidos y de hecho no existieron diferencias significativas
entre los dos lotes. Para el lote A, los valores fluctuaron entre el minimo del
24 % la primera semana postinoculacion hasta el valor méximo de 29 % de
la semana previa a la inoculacién. El valor medio del hematocrito (Htc) para
el lote A durante la primoinfestacion fue de 26.6 + 1.2 %. El valor de Htc
maximo del lote B tuvo lugar la semana 14 (30.7%) y el minimo la semana
previa a la inoculacion (23.4%) al igual que el lote A. La media del valor
Htc para el lote B fue de 27.8 + 1.8 (grafica 4.15).

Durante la segunda fase del experimento, tampoco se detectaron
diferencias significativas entre los distintos lotes estudiados. El valor
maximo para el lote A2 (reinoculados) fue de 29.5% la semana 26" del
experimento y el minimo fue de la 27* con 25.8%. El promedio del valor
Hic para este lote A2 fue de 27.8 + 1.4. Por su parte, el lote B alcanz6 un
valor maximo de Htc la semana 26 (31.7%) y minimo la semana 27* (27.7
%) durante esta segunda etapa de la experiencia. El valor promedio del Htc
para el lote Bl fue de 28.6 + 1.3. No existe tampoco diferencias
significativas entre el lote A2 (reinoculados) y el lote B2 (testigos) ni
tampoco entre el lote B1 (primoinoculados) y el B2. El valor de hematocrito
méximo para le lote B2 fue de 31 7.1 % en la semana 31° y el minimo fue
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de 26.3 + 4 % la semana 24* durante esta segunda fase de la experiencia
(grafica 4.16).

VALOR HEMATOCRITO.
Primoinoculacion

Lote A
H Lote B

la primera etapa del experimento.
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Grafica 4.15: Valores de Htc del lote A (inoculado) y lote B (no inoculados) durante

4.4.2 Hemoglobina

El valor de la hemoglobina (Hb) tampoco evidencié diferencias
significativas entre los lotes A y B durante la primera fase del
experimento y se mantuvo muy homogéneo a lo largo de toda la
experiencia. El lote A, alcanzé un valor méximo de 8.9 g / dl la semana
0 de la experiencia y el minimo ( 7.2 g/ dl) la semana 8. El lote A tuvo
un valor medio de Hb de 8.3 + 0.4 g / dl. Por su parte, el lote B alcanz6
un valor maximo la semana 13* (9.6 g / dl) y minimo las semanas 0y 3%
(8 g / dl) y en un valor medio de Hb durante esta primera etapa de 8.9 +
0.4 g/ dl (grafica 4.17).
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Graf ica 4 16 Valores de Htc dcl lote A2 (remoculado) y lote Bl (pmnomomﬂados) durante

la segunda etapa del experimento.

Durante la segunda fase del experimento no se encontraron tampoco
diferencias significativas entre los lotes A2 y B1, ni entre estos y el lote
B2. La Hb mantuvo un valor bastante constante a lo largo de las
semanas de esta segunda etapa. El lote A2 presentd un valor maximo de
9.3 g / dl la semana 18" y minimo de 6.1 g / dl la semana 277, El valor
medio de la Hb para el lote A2 fue de 8 + 1 g/ dL Por su parte el lote
B1, coincide con el lote A2 en la presentacion del valor maximo,
semana 18? (9.5 g / dl) y minimo, semana 27* (5.7 g / dI) de Hb. Su valor
promedio también fue de 8 + 1.4 g/ dl. El valor medio de Hb para el lote
B2 fue de 9.23 + 0.22, obteniéndose valores muy homogéneos. Como
valor maximo, la semana 28* con un valor de 9.6 + 2 g / dl y el minimo
de 9 + 1.61 g/ dl la semana 27° (grafica 4.18).
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Grifica 4.17: Valorcs de Hb del lote A (moculado) y lote B (no moculados) dura.nte la

4.4 .3 Leucocitos totales

Durante la primera etapa del experimento no se detectaron
diferencias significativas entre el lote A y el lote B en lo que se refiere al
nimero total de leucocitos presentes en sangre periférica. El lote A
(inoculado), mostré un valor promedio de 14221 + 3104 leucocitos / pl. El
valor maximo del recuento de leucocitos se presentd la semana 17* (21405
leucocitos / ul) y el minimo la semana 3* (10090 leucocitos / ul). Por su
parte, el lote B tuvo en promedio 15724 + 3580 leucocitos / pl de sangre.
Como méximo, se alcanzaron 24023 leucocitos / pl la semana 15* y minimo
de 10300 leucocitos / pl la cuarta semana p. i. (grafica 4.19)

En la segunda etapa se detectaron diferencias significativas entre el
lote A2 y el lote B1 las semanas 24°, 27" y 29" (p = 0.025; 0.047 y 0.008
respectivamente). En los tres casos, los valores de recuentos leucocitarios
del lote B1 fueron sensiblemente superiores a los observados en el lote A2.
El lote A2 tuvo como valor maximo el de 12300 leucocitos / pl de sangre
(semana 26°) y como valor minimo el de 8280 leucocitos / pl (28" semana
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p.i.). El valor promedio para el lote A2 fue de 10825 + 1289 leucocitos / pl.
El lote B1 como valor maximo, la semana 29* (18867 leucocitos / ul) y
minimo la semana 18* (14167 leucocitos / pl) y su valor promedio fue de
16462 + 2076. Durante esta segunda etapa, el lote A2 siempre presento
valores de recuentos leucocitarios totales menores que el lote B1. Tampoco
se detectan diferencias significativas entre el lote A2 y Bl respecto al lote
B2. El lote de animales testigo (B2), como valor maximo alcanzé recuentos
de leucocitos totales de 16267 + 5204 la semana 26° y el valor minimo

MOGLO

Lote A2 ||
i Lote B1
O Lote B2

23 24 25 26 27 28 29 30 31

Semanas

s et} AR+ s

Gr de lote reinoculado) y lote Bl 5-_:
(primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento. i

detectado por el lote B2 durante esta segunda etapa del experimento fue de
14667 + 7995 en la semana 24° (grafica 4.20).
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inoculados) durante la primera etapa del experimento.

4 431 Recuento diferencial de leucocitos
4.43.1.1 Neutrofilos segmentados

Unicamente se detectan diferencias significativas entre el lote A
(inoculados) y el lote B (testigo) las semanas 9y 112, con una significaciéon
de p = 0.033 y p = 0.001 respectivamente. En ambos casos, el recuento de
neutréfilos segmentados es mayor en el lote no inoculado (B) que en los
inoculados (A). En concreto, la semana 9°, el lote A tuvo 4887 neutrofilos /
ul de sangre, mientras, el lote B tenia 7440 neutréfilos segmentados / pl de
sangre. De igual modo, la undécima semana, en el lote A se detectaron 4775
neutrofilos / pl de sangre frente a los 7647 neutréfilos / pl de sangre del lote
B. En promedio, el lote A tuvo 6065 + 1170 neutrdfilos / pl de sangre, con
un valor maximo de 9177 neutrofilos / pl de sangre y minimo de 4699 en la
semana 17%. El lote B, en promedio tuvo 6264 + 1572 neutrdfilos / pl de
sangre, con un valor maximo de 9700 (semana 8?) y minimo de 2803

neutrofilos / ul de sangre (grafica 4.21).
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Grafica 4.20: Recuentos totales de
(primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento.

En la segunda fase del experimento se encontraron diferencias
significativas en las semanas 27* (4° p. i.) y 29* (6" p. i), (p = 0.05; p = 0.01,
respectivamente) entre los lotes A2 y Bl. Los animales primoinfestados
(B1) presentaron recuentos mas elevados que los procedentes de animales
infectados previamente (A2). En promedio, el lote A2 tuvo un recuento de
neutr6filos segmentados en sangre periférica de 5257 + 1042, con una cota
méxima de 6806 (semana 25%) y minima de 3551 neutr6filos / pl de sangre.
El lote B1, en promedio 7309 neutréfilos / pl de sangre, con un maximo de
10789 (semana 27%) y minimo de 4733 neutréfilos / pl en la semana 19°. Se
detectaron diferencias significativas entre el lote A2 y el lote B2 en la
semana 26° (p = 0.05). El valor promedio de leucocitos en sangre durante la
segunda etapa del experimento del lote B2 fue de 6414 + 1059. El valor
maximo se alcanzé la semana 26* con 7980 + 1408 la semana 28 Entre el
lote B2 y el Bl no se encontraron diferencias significativas, excepcion
hecha la semana 25 en la que si se detectaron (p = 0.047) (grafica 4.22).
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A (inoculado) y B (no inoculados) durante la primera ctapa del experimento.

Grifica 4.21: Recuentos de neutréﬁlos segmentados en sangre perlfenca en los lotes

4.4.3.1.2 Neutrofilos bastonados

A lo largo de las primeras 17 semanas del experimento se detectaron
diferencias significativas entre los lotes A y B las semanas primera (p =
0.002) y quinta (p = 0.044). En estas dos semanas, el nimero de neutrofilos
bastonados fue mayor para el lote inoculado (A) que para el lote testigo (B).
La cota maxima alcanzada por el lote A fue la semana decimocuarta, con
142 neutréfilos bastonados / pl de sangre. En las semanas 1* y 4% el valor
fue de cero. Por su parte, el lote B como méaximo se encontraron 151
neutrofilos bastonados / pil de sangre (2* semana). En las semanas 6%, 9°, 107,
118, 122 15 16" y 17% no se detectaron neutrdfilos bastonados. Como valor
medio, el lote B tuvo 40 + 45 neutréfilos bastonados / pl de sangre (graficas
4.23).
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Graf ica 4.22: Recuentos de neut:roﬁlos en sangre penfenca para los lotes A2
(reinoculado) y B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento. :

Sin embargo, no existieron diferencias significativas entre los lotes
A2 (reinoculados) y el Bl (primoinoculados) a lo largo de la segunda etapa
del experimento. El lote A2 en promedio tuvo 58 =+ 35 neutrdfilos
bastonados / pul de sangre. El lote B1, 68 + 70 neutroéfilos bastonados / pl de
sangre. Tampoco se detectaron diferencias significativas entre los lotes A2 y
B1 respecto al lote B2. El promedio del lote B2 fue de 33.5 + 39.8
bastonados / pl de sangre (grafica 4.24).
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(inoculado) y B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento.

Grafica 4.23: Recuentos de neutréﬁlos bastonados en sangre penfenca en los lotes A

4.4 3.1.3 Linfocitos

S6lo se detectaron diferencias significativas entre los lotes durante la
primera etapa del experimento la semana 17 (p = 0.021), siendo el numero
de linfocitos en sangre periférica de 6809 por pl de sangre para el lote Ay
de 11690 por pl de sangre para el lote B. Los valores promedio fueron
similares (lote A, 6504 + 960; lote B, 7536 + 1804 linfocitos / pl de sangre).
Los valores de linfocitos en sangre penfenca oscilaron entre los 8259 de la
semana decimosexta y los 5211 de la semana séptima para el lote A y entre
los 11690 de la semana decimoséptima y los 4904 de la cuarta semana
(grafico 4.25).

Durante la siguiente etapa de la experiencia, Unicamente se
encontraron diferencias significativas entre los lotes en la 29* semana (6°
semana p. i. ) (p = 0.028). El lote A2, en promedio, tuvo 4699 + 1116
linfocitos / pl de sangre, oscilando entre los 6643 de la 19* semana y los
3198 de la 25 semana. Por su parte, el lote B1, en promedio present6 7628
+ 1397 linfocitos / pl de sangre, comprendidos entre los 9198 de la 19*
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semana y los 4776 linfocitos / pl de sangre de la 24* semana. Respecto al
lote B2 se detectaron diferencias significativas las semanas 25% y 28 ? (p =
0.04 y p = 0.027 respectivamente) con el lote A2. Sin embargo, no
existieron diferencias entre B1 y B2. En promedio, el lote B2 el nimero de
linfocitos encontrado en sangre fue de 8701 £ 1101. El valor maximo se
alcanzo6 la semana 27° (9366 + 6038) y el minimo la semana 24" (7041 +
5221) (grafica 4.26).

NEUTROFILOS BASTONADOS.

Reinoculacion
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Graifica 4 24: Recuentos de neulroﬁlos bastonados en sangre penfénca para 1os lotes ;

A2 (reinoculado) y B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento.
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Grifica 4.25: Recuentos de linfocitos en sangre periférica en los lotes A
(inoculado) y B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento. X

4.4 .3 4 Monocitos

Entre los lotes A y B no se encontraron diferencias significativas
durante la primera fase del experimento. Los valores promedios fueron de
283 + 185 y de 197 + 103 para los lotes A y B respectivamente. El lote A,
como mayor recuento de monocitos, alcanzé 859 de promedio en la semana
16® y como menor, 77 + 109 la 9* semana. El lote B, como maximo tuvo 346
monocitos / pl de sangre en la semana sexta, y en la tercera semana no se
encontraron monocitos (grafica4.27).

Sin embargo, en las semanas 27" y 28" si se encontraron diferencias
significativas entre los lotes A2 (reinoculados) y el Bl (primoinoculado) (p
= 0.04; p = 0.05, respectivamente). En ambos casos, el nimero de
monocitos por microlitro de sangre fue mayor para los animales que no
estaban previamente inmunizados (B). Los promedios fueron de 194 + 101
para el lote A2 y de 269 + 139 monocitos / pl de sangre para el lote BI1.
Durante la reinoculacién no se encontraron diferencias entre el lote A2 y el
B2 ni tampoco entre el lote B2 y el Bl. En promedio, el valor encontrado
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durante la segunda etapa del experimento en el lote B2 fue de 162 £ 65
monocitos / pl de sangre (grafica 4.28). :
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Graﬁca 4 26: Recuentos de linfocitos en sangre penfenca para los lotes A2 “
(reinoculado) y B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento. ;
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(inoculado) y B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento.

Grifica 4.27: Recuentos de monocitos en sangre periférica en los lotes A ‘

4.4.3.5 Eosino6filos
4.4.3.5.1 Eosinofilos durante la primera fase de la experiencia

Durante las primeras 12 semanas, el lote A (inoculado), presentd un
valor medio mayor de eosindfilos en sangre periférica que el lote B
(testigo). Sin embargo, esta clara tendencia, Unicamente alcanza
significacién estadistica la 9* semana p.i. (p = 0.05). La tendencia que
siguen los eosindfilos en los animales inoculados es un moderado
incremento desde el inicio de la infeccién hasta la segunda semana, donde
alcanza su maximo valor de 785 eosindfilos / pl de sangre, disminuyendo
progresivamente a lo largo del resto de esta etapa de la experiencia. El
menor valor de eosin6filos en sangre periférica se detecta en el lote A la
semana duodécima con 59 eosindfilos / pl de sangre, y su promedio es de
358 + 170 eosinéfilos / pl de sangre. El promedio del lote B fue de 251 +
148 eosinofilos / pl de sangre (grafica 4.29).

164

‘@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digilal, 2004



Resultados

ity

S L R ST S T T e P T
T g e N TV o SR o P S S W L VA P AP

MONOCITOS.
Reinoculacion

1200 o

1000 4=

i Lote A2
i Lote B1
[ Lote B2

Monocitos

23 24 25 26 27 28 29 30 31

Semanas

T S e e T R D e S S e P e MR T

Grifica 4.28: Recuentos de monocitos en sangre periférica para los lotes A2
(reinoculado) y B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento.

Se tratd de correlacionar las cargas de nematodos con los recuentos
de eosinofilos en sangre periférica obtenida por cada animal inoculado. Para
ello se realizaron coeficientes de regresién lineares entre los recuentos de
eosin6filos semanales y el nimero final de vermes en el abomaso de los
animales estudiados. Si tomamos el promedio de eosinéfilos de las 2* y 3°
semana (donde alcanzan el pico los distintos animales inoculados del lote
A), y los comparamos con los vermes, alcanzamos un valor R*>=0.2 con
una confianza del 89% (p < 0.11), siendo esta la mayor correlacion
detectada entre ambos parametros.

@ Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Bibliateca Digital, 2004



Resultados

EOSINOFILOS.
Primoinoculacién

1400 | = - o

g 1200 o T — s S i
% 1283 Jic 1R s = 7 1| { |ELoeAlf
D Hemlile BEgis o f 7| | |HLoteB||
W 400 e MHEER T T Al
200 - : ' i

0- .

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Semanas

A T e e R R S S P B e e
& =

Grifica 4.29: Recuentos de eosinéfilos en sangre periférica en los lotes A
(inoculado) y B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento.

4.4.3.5.2 Eosinofilos durante la segunda fase del experimento

Sin embargo, durante la reinoculacion, donde la carga parasitaria fue
més elevada, si se encontraron diferencias entre los animales inoculados
y los testigos. El lote A2 (reinoculado), tiene un recuento de eosindfilos
en sangre periférica mayor que el lote B2 (testigo), la semana 24°
(primera p. i) (p = 0.008). El lote primoinfestado (B1) durante esta
segunda fase de la experiencia, también tiene un mayor numero de
eosinofilos que el testigo, pero alcanza significacién estadistica la
segunda semana p. i. (p = 0.018), con lo que esta segunda semana, los
dos lotes inoculados tienen diferencias significativas respecto al lote
testigo (el lote A2, también tiene un mayor numero de eosindfilos en
sangre periférica con una significacion de p = 0.04). La semana
siguiente (semana 26* del experimento), aunque los dos lotes inoculados
tiene mayores recuentos de eosinofilos que el testigo, sdlo el lote A2
alcanza significacién estadistica (p = 0.005). En realidad, si descartamos
un animal que tiene un recuento anormalmente bajo en el lote BI,
también existen diferencias estadisticas (p = 0.002). En cualquier caso,
la semana siguiente (27%), ya solo perdura con respuesta significativa
respecto al testigo, el lote previamente infectado (p = 0.002), mientras
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que el lote B1, s6lo tiene diferencias significativas con el propio lote A2
(reinoculado), y ninguna con el lote testigo (B2). A partir de entonces,
los recuentos de eosindfilos se homogenizan en los tres grupos y dejan
de observarse diferencias que sean de interés desde un punto de vista
estadistico.

Si calculamos el coeficiente de regresion linear entre los recuentos
de eosinofilos en sangre periférica y los vermes adultos encontrados en el
abomaso, la semana que mejor los correlaciona es la 26 con una R* = 0.35
con una probabilidad del 92%.

é 2000 _ | m Lote A2 '
2 1500 - |mLote B ||
S 1000 O Lote B2||
500 |
0-

23 24 25 26 2’? 28029 30 31

Semanas

Grifica 4.30 Recuentos de eoswoﬁlos en sangre pen.fenca para los lotes A2 '
(reinoculado) y B1 (primoinoculados) y lote B2 (testigo) durante la segunda etapa o

del experimento.

4.4.3.5.3 Repetibilidad y tratamiento estadistico de la varianza por
medio del modelo linear mixto de los eosinofilos

Al igual que se realizd con los recuentos fecales de huevos, se
estudio la repetibilidad de los eosindfilos presentes en sangre periférica a lo
largo de los periodos de infestacion.
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La repetibilidad encontrada entre los dos periodos es muy baja, de
0.18. Al igual que sucedia con los recuentos fecales de huevos, predominan
los factores internos de cada animal. Por su parte, la repetibilidad entre las
medias de los dos periodos es de 0.604.

A medida que se acortan los periodos de estudio, aumenta la
repetibilidad, predominando factores externos a cada animal como
elementos que explican la varianza. Asi, si se trabaja en el primer periodo en
un tramo de 7 semanas, la repetibilidad es de 0.277 + 0.012. En tramos de
dos semanas, es de 0.483 *+ 0.021 y en tramos de 2-3 dias es de 0.743 +
0.051.

Al aplicar el modelo linear general a los eosinéfilos en sangre
periférica se detectaron diferencias significativas (95% de confianza) entre
periodos de infestacion (p = 0.014) al igual que entre los intervalos
semanales dentro de un mismo periodo (p = 0.02) y entre animales (p =
0.062).

4.4 4 Proteinas plasmaticas totales

A lo largo de la primera fase del experimento, no se detectaron
diferencias significativas entre el lote A y lote B. El lote A, presentd una
media de proteinas plasmaticas 6.2 + 0.3 g / dl. La concentracion maxima se
detect6 la semana 17¢ (6.7 g / dl) y la minima la semana 1* (5.6 g / dl). El
lote B, alcanzd una concentracion media de proteinas plasmaticas de 5.9 +
0.4 g/ dl y un valor maximo de 6.5 g / dl la semana 16® y minimo de 4.9 g /
dl antes de comenzar la experiencia (grafica 4.31).

La semana 26® se encontraron diferencias significativas entre los
lotes A2 y B1, siendo mayor la concentracion de proteinas plasmaticas en el
lote A2 (6.7 g/ dl) que en el lote B1 (5.9 g/ dl). Esta fue la tnica semana en
la que se encontraron diferencias significativas entre estos lotes. El lote A2
alcanzo un valor medio de concentracion de proteinas plasmaticas totales de
6.6 £ 0.4 g / dl. Su valor maximo se alcanzé la semana 28* (7.1 g/ dl) y el
minimo la semana 24* (5.9 g / dl). El lote B1 tuvo una concentraciéon media
de 6.1 + 0.3, un valor maximo de 6.4 g / dl la semana 29* y minimo la
semana 27* (5.4 g / dl). Solo se encontraron diferencias significativas entre
el lote A2 y el B2 (p = 0.014) la semana 28° No se encontraron diferencias
significativas entre el lote Bl y el B2. Los animales del grupo testigo (B2)
en promediaron un valor de 6.1 + 0.3 gr de proteinas plasmaticas / dl de
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sangre, oscilando entre un valor maximo la semana 25" de 6.4 + 0.4 y un
minimo de 5.8 + 0.2 proteinas / dl de sangre (grafica 4.32).

Proteinas totales (g / di
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Graifica 431 Recucntos total&s de protemas plasméucas totales del lote A '.
(inoculado) y lote B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento. K
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Grifica 4.22: Recuentos totales de proteinas plasmétjcas totales del lote A2
(reinoculado) vy lote B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del |
experimento. 4

4.4.5 Fibrinogeno

Durante el primer periodo del experimento no se encontraron
diferencias significativas en la concentracion sanguinea de fibrindgeno
entre el lote A y el B. El promedio del lote A fue de 385 + 123 mg / dl
de fibrindgeno en el suero. Su valor maximo se detect6 la semana 16"
(650 mg / dl) y el minimo la semana 4* (220 mg / dl). Por su parte, el
lote B alcanz6 un valor promedio de 370 + 130 mg / dl. Su valor
maximo fue de 600 mg / dl, las semanas 8" y 12%. Y el minimo fue de
133 mg / dlla primera semana p. i. (grafica 4.33).

Durante la segunda fase del experimento, tampoco se detectaron
diferencias significativas entre el grupo de animales reinoculados (lote
A2) y el lote de animales expuesto por vez primera a la infeccion (lote
B1). El lote A2, alcanz6 un valor promedio de 535 + 156 mg / dl de
fibrindgeno. Como valor méximo, la semana 28* con 760 mg / dl y la
semana 24® tuvo su menor valor con 300 mg / dl. El lote BIl, en
promedio alcanzé un valor de 567 + 117 mg / dl. Como maximo fueron
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767 mg / dl la semana 27 y como minimo 400 mg / dl la 18" semana
(grafica 4.34).

En relacion al lote B2, Gnicamente presenté diferencias significativas
con el lote A2 la semana 28 con una p = 0.022. Su valor promedio fue
de 411 + 122 mg / dl de sangre, oscilando entre un maximo de 600 mg /
dl la semana 27* y un minimo la semana 29* con un valor de 267 + 115
mg / dl (grafica 4.34).

Lote A||
H Lote B}

Gr:if‘ ica 4.33: Concentramén plasmétlca del ﬁbnnogeno para el lote A (moculaclo) y
lote B (no inoculados) durante la primera etapa del experimento. B

4.5 Recuentos de larvas inmaduras tras la digestion de mucosa gastrica

Tras el sacrificio de los animales se procedi6 a la digestion de la
mucosa de abomaso para detectar formas larvarias inmaduras. De los 5
animales correspondientes al lote Al (sacrificado a las 17 semanas del
experimento) solo se encontraron larvas en 2 animales, uno de ellos con
0.16 larvas / gr mucosa, y el otro con 0.44 larvas / gr de mucosa.
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Graf‘ ica 4.34: Concenttaclon plasménca dcl ﬁbnnogcno para el lote A2
(reinoculado) y lote B1 (primoinoculados) durante la segunda etapa del experimento.
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Por su parte, en el lote A2, tras el sacrificio, también se encontraron
larvas en 2 animales, con una concentracion de 0.78 larvas / gr mucosa y de
2.8 larvas / gr de mucosa.

Igualmente dos animales del lote B1 mostraron también larvas en la
mucosa del abomaso, con una concentracion de 0.2 y de 0.67 larvas / gr de
mucosa.

4.6 Histologia de los ganglios linfaticos abomasales

La totalidad de los ganglios estudiados en los animales inoculados
presentaron un patron histopatologico similar. Se detectd un aumento de los
centros germinales foliculares caracterizados por un incremento en el
numero de células reticulares con abundante presencia de mitosis, con
disminucion de areas B y un aumento de los linfocitos interfoliculares y
cordonales. En el seno de los ganglios se detecté una marcada histiocitosis.
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Imagen 4.1: Aumento en los centros germinales foliculares en animales inoculados

com T riveumeineta
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s

Imagen 4.2: Histiocitos en los senos del ganglio linfatico.
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5. DISCUSION
5.1 INTRODUCCION
Entre los principales objetivos que se pretenden cubrir con este

trabajo experimental, destacan, por una parte el evaluar la respuesta inmune
que tiene lugar en ganado caprino de la Agrupacién Caprina Canaria

expuesto a cargas parasitarias de Teladorsagia circumcincta similares a la

observadas en la isla de Gran Canaria y por otra el estudiar hasta que punto
dichas cargas parasitarias son capaces de desencadenar una inmunidad
protectora en los animales expuestos.

Diversos trabajos inciden en la relevancia que tiene en los pequefios
rumiantes la parasitacién por 7. circumcincta, y las repercusiones que desde
el punto de vista productivo pueden tener en la cabaiia ganadera. Este
nematodo se aloja en el abomaso de los rumiantes, y para el hospedador
resulta dificil desarrollar frente a ellos una inmunidad rapida y eficaz
(Gasbarre, 1997a; Gasbarre y cols., 2001), lo que favorece que el parasito
pueda desarrollar durante un periodo importante de tiempo su accion
patogena, ademés de que aumenten las posibilidades de transmision al pasar
los huevos con las heces al medio durante mas tiempo.

En un estudio previo desarrollado en el Matadero Insular de Gran
Canaria se concluyd que 7. circumcincta era el nematodo mas
frecuentemente encontrado en los abomasos de las cabras de la isla, con una
prevalencia del 65.8% dentro de los animales parasitados. A pesar de existir
importantes diferencias climiticas en la isla, y aunque se observaron
diferencias en cuanto a prevalencias y cargas parasitarias, lo cierto es que
éstas no encontraron significacién estadistica. En este estudio, se detectd un
de 700 vermes / animal, para esta especie, aunque dichos valores oscilaron
entre un méaximo de 800 vermes / animal en 4reas desérticas
(fundamentalmente el sur y este de la isla) y menos de 100 vermes / animal
encontrados en las zonas mas frias (centro de la isla) (Molina y cols., 1997).

El protocolo de inoculacién empleado en la primera etapa del
experimento, pretendia simular estas parasitaciones, y para ello sirvieron de
guia inoculaciones previas realizadas en la Unidad de Parasitologia y
Enfermedades Parasitarias de la Facultad de Veterinaria. De hecho, el
promedio el namero de vermes recogidos al finalizar la primera etapa de la
experiencia fue de 150 + 87 nematodos / animal, lo que asemeja las cargas
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naturales detectadas en la isla especialmente si tenemos en cuenta que
transcurrieron doce semanas desde la vltima inoculacion y se considera que
la poblacién de estas especies empiece a reducirse a partir de los 30-35 dias
después de alcanzar el estado adulto.

Considerando que dichas cargas no son muy elevadas, este trabajo
pretende reproducirlas para inferir, a partir de los resultados recogidos en
este estudio, de que modo pueden repercutir estas infecciones. Hoy dia se
asume que, ain cuando no se detecta de forma clinica (como sucede
habitualmente en Gran Canaria), lo que no implica que dicho parasito no
pueda provocar distintas alteraciones y mermas productivas, como una
menor ganancia de peso (Hawkins, 1993; Ploeger y cols., 1990b) o bien
una menor produccién lechera en adultos (Thomas y cols., 1984; Gross y
cols., 1999), aspecto de especial importancia en el caso de la ganaderia que
nos ocupa, puesto que su principal utilidad es la obtencién de la leche para
la produccién de quesos. Sin embargo, esas conclusiones han sido el
resultado de trabajos similares realizadas en ovinos, mientras que son
escasos 0 nulos los referidos al ganado caprino, lo que justifica desde
nuestro punto de vista, la realizacion de trabajos como el presente.

En general, la adquisicion de inmunidad por parte del hospedador a
los tricostrongilidos, se desarrolla lentamente, y se desglosa en diversos
mecanismos, que ademas se suceden secuencialmente en el tiempo. De
forma general, inicialmente se desarrolla un rechazo al ingreso de nuevas
L3, seguido de un retraso en el desarrollo de éstas en el tejido del
hospedador seguido de una progresiva disminucién de la fecundidad de las
vermes y finalmente su expulsion. Entre otros factores que pueden
modificar la rapidez con la que tiene lugar esta secuencia de
acontecimientos, destaca las cargas infectantes que reciben los animales
(McClure y Emery, 1994). En otras especies de tricostrongilidos, como
Haemonchus contortus y Trichostrongylus colubriformis, la expulsién de
los vermes adultos por parte de ovinos inmunizados, estd condicionada a
una exposicién parasitaria minima, de tal modo que si esta no es suficiente,
no se desarrolla inmunidad capaz de provocar el rechazo de los vermes
alojados en el abomaso en el caso de H. contortus (Barnes y cols., 1985) o
S¢ retrasa por mas de 5 semanas la expulsion de 7. colubriformis del
intestino delgado en animales con inoculaciones larvarias pequeiias (Barnes
y Dobson, 1990b).

Asi mismo, en estudios en ovinos sobre la respuesta secundaria que
desencadena T. circumcincta en los ganglios linfiticos regionales, dichas
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respuestas tienen lugar en inoculaciones con un niimero minimo de 50000
L3, pero no se aprecian cuando se inoculan tan sélo 1000 L3 (Smith y cols.,
1984b), de lo que se desprende la importancia que tiene la intensidad de la
infeccion en el desarrollo de inmunidad por parte del hospedador y de ahi el
interés en establecer cual es la repercusion que las parasitaciones con
pequefias cargas, (que de forma habitual padecen las cabras de Gran
Canaria) pueda tener en el desarrollo de inmunidad frente a la infeccién.

Gran cantidad de trabajos pretenden también evaluar el efecto de
primoinfecciones en los animales, tratando de interpretar hasta que punto
dichas infecciones son capaces de proporcionar a los animales cierto grado
de proteccién. A modo de ejemplo, se pueden citar trabajos como los
desarrollados por Stear y cols., 1995¢; 1995d en los cuales, tras exponer a
un grupo de ovejas a infecciones experimentales durante un periodo de 8
semanas, posteriormente, administran un antihelmintico y tras 4 semanas de
recuentos fecales de huevos de cero, inoculan nuevamente, manteniendo los
animales infectados hasta su sacrificio 8 semanas después. Otros muchos
protocolos experimentales. pretenden evaluar la inmunizacion previa de
ovinos con T, circumcincta (Stear y cols., 1995b; Sutherland y cols.,
1999).

El empleo de firmacos de reconocida eficacia en el tratamiento de
~nematodosis gastrointestinales es practica comun en este tipo de ensayos,
realizandose en ocasiones, incluso antes de que tenga lugar el desarrollo de
fases adultas, con el proposito de evaluar la inmunidad que pueden conferir
al hospedador las formas larvarias (Emery y cols., 1992; Almeria y cols.,
1998; Sutherland y cols., 1998). En cualquier caso se acepta que la
exposicion repetida del hospedador al nematodo es capaz de proporcionar
finalmente inmunidad al hospedador, aunque dicha inmunidad,
particularmente en el caso de Ostertagia y Teladorsagia, sea muy lenta en
desarrollarse al menos en ovinos y bovinos, donde se han analizado (Balic y
cols., 2000; Smith y cols., 1983b; 1985b; Almeria y cols., 1998; Michel,
1973; Claerebout y cols., 1996; Seaton y cols., 1989a; 1989b; Stear y
cols., 1995b; Sutherland y cols., 1999). :

A la hora de iniciar la inoculacién, la edad de los animales fue de 5
meses. Esta decision respondié al propdsito de contar con animales con
capacidad de desarrollar convenientemente la inmunidad. En corderos de
menos de 4 meses de edad inoculados con H. contortus no se detectan
linfocitos reactivos a antigenos, que si aparecen en corderos de més de 4
meses expuestos al mismo protocolo de inoculacién (Lloyd y Soulsby,
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1987). Respecto a los animales adultos, de mas de dos afios de edad, se
descartaron porque hay autores que les atribuyen una posible resistencia
inherente a la edad e independientemente de sufrir exposiciones previas
(Sutherland y cols., 1999).

Como queda recogido en el apartado 2.102 de la Revisién
Bibliografica, muchos factores son capaces de modificar la respuesta
inmunitaria de los animales parasitados por tricostrongilidos. Por todo ello,
se pretendié que los lotes de los animales fueran lo mas homogéneo posible.
Todos ellos habian nacido la misma semana, y en la misma explotacién
ganadera. Todos se alimentaron en las mismas condiciones, para evitar en la
medida de lo posible que distintos estados nutricionales afectaran al
experimento (Coop y Holmes, 1996).

3.2 NEMATODOS ADULTOS RECOGIDOS EN EL ABOMASQO

El promedio de vermes adultos recogido en los abomasos de las
cinco cabras sacrificadas al finalizar las primeras 17 semanas fue de 150+
87 vermes / animal. Durante la segunda fase del experimento se recogieron
en promedio 1240 + 634 vermes en el lote A2 (reinoculados) y 1205 + 1192
en el lote B1 (primoinoculados en esta segunda fase). Como quedé reflejado
en el apartado 4.1.2 de Resultados, uno de los animales del lote A2, present6
un recuento de vermes atipicamente bajo, respecto a los otros integrantes del
lote, puesto que tUnicamente se recogieron 185 vermes adultos en este
animal. Si descartamos este individuo, el promedio del lote A2 es de 1504 +
269 vermes / animal. De modo andlogo, en el lote B1 también se detectd un
animal con un comportamiento diferenciado del resto de los integrantes del
lote. En este caso, el animal descartado presenté un recuento mucho mas
elevado que el resto de los integrantes de su grupo. Sin este animal, el
promedio del lote B1 seria de 517 + 88 vermes / animal.

Si comparamos los recuentos de vermes del grupo A2 (reinoculado)
y el Bl (primoinoculado en la segunda fase del experimento) y por tanto sin
contacto previo con el parasito no se encuentra diferencias significativas,
ain a pesar de que el promedio del grupo A2 e sensiblemente mayor que el
encontrado en el lote B1l. Por lo tanto los resultados obtenidos parecen
indicar que el protocolo de inoculacion seguido durante la primera fase del
estudio no es capaz de inducir una respuesta protectora, incluso el promedio
de varmes adultos recogidos es ligeramente superior en el grupo de animales
primoinfectados, Ilegando a observarse diferencias significativas al
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descartarse un individuo de cada grupo con recuentos discordantes con los
restantes integrantes del lote.

Estos resultados coinciden con los observados por otros autores en
inoculaciones experimentales de 15000 L3 de T. circumcincta en ovinos.
Sutherland y cols., 1999, no detectan diferencias en el establecimiento de
los adultos en ovejas inmunizadas previamente con 5000 L3 semanales
durante 8 semanas y otras no expuestas al parasito, aunque si encontraron
una menor viabilidad de los huevos, menor fecundidad de las hembras y un
menor tamafio en las hembras adultas en las ovejas reinfectadas.

En inoculaciones experimentales con Ostertagi ostertagi en bovinos,
parece ser cierto que el desarrollo de inmunidad depende de la magnitud de
la infeccién y de la duracién de la misma (Vercruysse y Claerebout, 1997).
En primo-inoculaciones que oscilaron entre 4000-50000 L3 de O. ostertagi
durante 17 semanas. Tras desparasitar a todos los animales, y realizar una
inoculacion de 150000 L3 de O. ostertagi, tanto a estos terneros expuestos
previamente al parasito como a otro grupo de terneros no inmunizados,
tampoco detectan diferencias significativas en el numero de vermes entre
estos grupos (Hilderson y cols., 1993b). Otros trabajos, sin embargo, han
mostrado una correlacién inversa entre nivel de exposicién y recuento de
vermes (Ploeger y cols., 1995).

También, en inoculaciones realizadas con otras especies de
tricostrongilidos, concretamente con 15000 L3 de H. contortus, se han
detectado recuentos de vermes mayores en animales previamente expuestos
a 800 L3 semanales del parasito durante 14 semanas consecutivas que en
otros animales no inmunizados previamente, y al igual que en nuestra
"experiencia, sin diferencias significativas entre lotes (Gills y cols., 1991).

En cualquier caso, se distingue una elevada variabilidad en las
respuestas individuales, como queda reflejado en los valores de desviacion
estandar sobre la media, fendémeno que se puede constatar en trabajos
similares en ovinos (Stear y cols., 1995d). Esta variabilidad en la respuesta,
que parece depender de la genética de cada individuo estd propiciando
estudios encaminados a reconocer los individuos mas resistentes y los mas
susceptibles a nematodos gastrointestinales de los rumiantes, bien para
seleccionar a individuos mAs resistentes, o bien para contra-seleccionar a los
mas susceptibles (Gasbarre y cols., 2001; Stear y cols., 1995d)
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En conclusién, en nuestro caso es evidente que la magnitud de la
infeccion y la duracién de la misma como factores determinantes en el
desarrollo de Ia infeccion (Vereruysse y Claerebout, 1997) han resultado
insuficientes para provocar una inmunidad capaz de impedir el
establecimiento de los vermes adultos en el abomaso, antes bien, al
contrario, y a tenor de los resultados obtenidos los animales inoculados
previamente son mas sensibles a la infeccion.

5.3 TEST DE TRANSFORMACION LINFOBLASTICA

5.3.1 Test de transformacion linfoblastica durante la primera fase de
la experiencia

Durante la primera fase del experimento se estudio el
comportamiento que tenian los linofocitos periféricos de los animales
integrantes del lote A (inoculados con 2000 L3 semanales durante S
semanas consecutivas) y B (lote testigo) en cultivos in vitro en presencia de
tres estimulantes inespecificos, concanavalina A (con A), fitohemaglutinina
(PHA) y el pokeweed mitogen (PWM) y de tres concentraciones distintas de
antigeno somatico de adultos de 7. circumcincta, Ag 1 (10 pg / ml), Ag 2
(20 pg /mil) y Ag 3 (30 pug / mi).

5.3.1.1 Cultivos de linfocitos con mitdgenos inespecificos

El comportamiento que presentaron los linfocitos de los animales
inoculados con los tres mitdgenos inespecificos fue similar. En todos los
casos, se detectaron una reduccién en la respuesta linfocitaria, que result6
significativamente menor, que la linfoproliferacién detectada en los
animales pertenecientes al lote testigo. Estas reducciones se concentraron
entre las semanas 5* y 7* post-inoculacién, recuperandose a partir de
entonces la capacidad de respuesta linfocitaria in vitro.

Para el caso de la con A, se detecté esta menor proliferacion
linfocitaria en cultivos ir vitro las semanas 5° (p = 0.05), 6* (p = 0.005) y 7
(p = 0.03). De forma similar, la PHA es incapaz de estimular los linfocitos
cultivados in vitro procedentes de los animales inoculados las semanas 5° (p
=0.05) y 6* (p = 0.05), mientras que el patrdn detectado para el PWM es
exactamente igual que el encontrado con la PHA, con una reduccién en la
respuesta linfocitaria in vitro en la 5* semana (p = 0.046) y 6° semana (p =
0.016).
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Muchos otros autores encuentran en linfocitos sanguineos
procedentes de bovinos inoculados con O. ostertagi estas reducciones
transitorias pero significativas en la respuesta a mitogenos inespecificos de
dichos linfocitos en cultivos in vitro (Klesius y cols., 1984; Cross y cols.,
1986; Snider y cols., 1986; Wiggin y Gibbs, 1990). Sin embargo, no
parece ocurtir lo mismo cuando se consideran los linfocitos procedentes de
linfonédulos abomasales. Wiggin y Gibbs, 1989; 1990, al observar una
mayor capacidad de respuesta a la con A en linfocitos bovinos procedentes
de ganglios linfaticos abomasales en vacas infectadas con O. ostertagi,
aunque no atribuyen a esta mayor capacidad de estimulacion un efecto
protector.

Linfocitos sanguineos procedentes de ovinos inoculados con otras
especies de tricostrongilidos como H. contortus (Zajac y cols., 1990), T.
colubriformis (Emery y cols., 1991) y Cooperia spp. (Hanrahan y cols.,
1984), a diferencia de lo que sucede en animales infectados con T.
circumcincta, si que tiene lugar una estimulacion de la capacidad
proliferativa de los linfocitos en presencia de Con A durante las primeras
semanas de la infeccion.

Parece claro que en esta experiencia, a pesar de que se considera un
protocolo experimental que conduce a cargas parasitarias bajas, se ha
producido una reduccion transitoria en la respuesta de los linfocitos
sanguineos analoga a la descrita en bovinos por varios autores. La mayoria
de estos autores atribuyen a O. ostertagi la capacidad de provocar efectos
inmunosupresores no especificos, reafirmindose esta posibilidad al
detectarse disminuciones en la respuesta sérica de inmunoglobulinas de
estos animales parasitados por O. Ostertagia a otros antigenos no
relacionados con el parasito (Mannsour y cols., 1991; 1992). Para Cross y
Klesius, 1989. La reduccion de las capacidades proliferativas de las
distintas lineas de linfocitos, podria explicar la lentitud con la que se
consigue la inmunidad protectora, a la vez que constituye un aspecto
iportante a tener en cuenta en caprinos de nuestro entorno parasitados por T.
circumcincta en cuanto que podrian estar relacionados con un aumento de la
susceptibilidad de estos animales a otras infecciones bien sean de naturaleza
infecciosa o parasitaria, o incluso ser responsable de inadecuadas respuestas
a vacunas (o a estimulos vacunales).
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5.3.1.2 Cultivos de linfocitos con distintas concentraciones de Ag
somatico de adultos de 7. circumcincta.

El comportamiento que siguieron los linfocitos sanguineos i vitro al
cultivarlos con tres concentraciones distintas de antigenos somaticos
devermes adultos de T circumcincta fue similar. En esta ocasion también se
encontraron diferencias significativas en los linfocitos pertenecientes a los
lotes A y B las semanas 5* y 7%, despareciendo a partir de entonces las
diferencias entre los lotes. Sin embargo, en contraposicién de lo que sucede
para el caso de los estimulantes inespecificos, en este caso la proliferacion
linfocitaria en estas semanas en las que se encuentran diferencias
significativas, es mayor para el caso de los animales inoculados.

Para el caso del Ag 1, se encontraron diferencias significativas la 5
semana (p = 0.028). E1 Ag 2, mostré diferencias significativas entre los lotes
AyBlasemana 5 (p=005)y7(p= 0.049), al igual que el Ag 3, que en
la 5% (p = 0.045) y 7* (p = 0.001) semana también se detectaron diferencias
significativas.

La estimulacién en la linfoproliferacion de linfocitos sanguineos
procedentes de ovinos inoculados con diversos tricostrongilidos, es un
hallazgo frecuente al emplear como antigeno L3 de los diferentes especies
de nematodos inoculados, asi sucede por ejemplo con T, colubriformis, H.
contortus y I. circumcincta (Hanrahan y cols., 1984; Zajac y cols., 1990;
Emery y cols., 1991; Gill y cols., 1991), apareciendo entre los 7-35 dias
post-inoculacién y persiste por mas de 72 dias (Kloosterman Yy cols., 1980).
Sin embargo, muchos autores no atribuyen a esta respuesta linfocitaria una
capacidad protectora (Lloyd y Soulsby, 1987; Shubber y cols., 1984;
Berezhko y cols., 1987; Rifkin y Yong, 1984),

Los linfocitos sanguineos procedentes de animales inoculados con T,
colubriformis no sélo responden a extractos larvarios, si no que también
responden a extractos de adultos y antigenos de excrecién secrecién de
vermes adultos. Esta estimulacion en la proliferacién in vitro se inicia a los
7 dias de la exposicion y perdura hasta los 28 dias (McClure y cols., 1992).

En nuestro caso, la respuesta linfocitaria en presencia de antigeno
somatico de adultos de T circumcincta que se ve estimulada durante unas
semanas, indican un reconocimiento por parte de los linfocitos de los
animales inoculados al antigeno. Esta respuesta tiene lugar a la quinta
semana tal vez porque sea necesaria la presencia de adultos en el abomaso y
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el reconocimiento de los antigenos por parte del hospedador. Sin embargo,
al igual que sucede en experimentos realizados por otros autores con éste y
otros tricostrongilidos, no se puede atribuir a esta respuesta linfocitaria una
capacidad protectora, al no encontrar variaciones de importancia en los
vermes recogidos en los abomasos al finalizar la experiencia (Lloyd y
Soulsby, 1987; Shubber y cols., 1984; Berezhko y cols., 1987; Rifkin y
- Yong, 1984).

532 Test de transformacion linfoblastica durante la segunda fase del
experimento

Al igual que se realiz6 durante la primera fase del experimento,
durante la segunda etapa se procedi6 a evaluar el comportamiento de los
linfocitos sanguineos a los distintos mitogenos inespecificos considerados
en la primera etapa (Con A, PHA, PWM) y a las distintas concentraciones
de antigeno estudiadas (Agl, Ag 2 y Ag 3). Durante esta fase, se
compararon los resultados en la linfoproliferacion de los lotes A2
(reinoculado), Bl . (primoinoculado en esta segunda fase) y B2 (no
inoculado).

§.3.2.1 Cultivos de linfocitos con mitdgenos inespecificos

En general, durante esta segunda fase del experimento, también se
aprecia una reduccion en la linfoproliferacion, si bien fue mas precoz en los
animales previamente infectados que en los no inmunizados. Asi mismo, en
ambos casos, las diferencias con el lote testigo aparecieron mas
precozmente que en la primera etapa.

Si se considera el lote A2 (reinoculado), se encuentra la reduccion en
la linfoproliferacién en presencia de Con A las semanas 24° (primera de la
reinoculacién) (p = 0.015) y 25* (2* pi en esta segunda etapa del
experimento) (p = 0.001). Lo mismo sucede en el caso de la PHA, con
diferencias en la 24° (p = 0.018) y 25 (p = 0.02) y con el PWM, quien fue
incapaz de estimular los linfocitos de los animales del lote A2 las semanas
24% (p = 0.001), 25* (p = 0.048) y 29* (p = 0.02).Siempre comparando el lote
A2 respecto al lote B2 (testigo). :

Para el caso de los animales que integran el lote B1, la situacion es
similar, solo que se retrasa una semana la reduccion en la linfoproliferacion
de los linfocitos sanguineos. Concretamente, en el caso de la Con A, las
diferencias aparecen en la semana 25° (p = 0.038), y desaparecen la semana
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272 Igual sucede en el caso de la PHA (p = 0.05). Sin embargo, para el
PWM, ain a pesar de que la capacidad de respuesta de los linfocitos en la
semana 25 es apreciablemente menor que la respuesta que presentan dicha
semana los linfocitos sanguineos procedentes de los animales del lote
testigo (B2), no llegan a observarse diferencias significativas.

Probablemente, la mejor manera de comprender el porqué se
produce de forma mas precoz la inhibicién en la respuesta linfocitaria en los
animales previamente sensibilizados que en los que se exponen al parasito
por vez primera, sea tratando de considerar los motivos por los cuales
presumiblemente, se produce esta reduccion. Gasbarre, 1997a, encontrd
también una disminucién en la respuesta inmune especifica en bovinos
inoculados con O. ostertagi. Tras la infeccion se localizan una gran cantidad
de linfocitos reactivos a antigenos parasitarios en los linfonodulos
regionales. Sin embargo, a medida que la infeccion perdura, su nimero
disminuye, incluso en bovinos inmunizados (Gasbarre, 1986; 1994). Esta
pérdida de células T reactivas a antigenos de Ostertagia se puede deber a la
propia estimulacion que las infecciones que este parasito provoca al
incrementar el porcentaje de linfocitos B en determinados tejidos (Baker y
cols., 1993¢; Almeria y cols., 1997 a; Canals y cols., 1997). La
estimulacion policlonal de linfocitos B se considera un potente
inmunosupresor en infecciones por protozoos (Gasbarre y cols., 1980;
Sacks y cols., 1980) y también en infecciones por helmintos (Crandall y
cols., 1978). Aunque en nuestro trabajo no hemos realizado un estudio que
nos permita cuantificar la presencia en los tejidos de los linfocitos B, no es
menos cierto que podemos inferir una estimulacién en su actividad al haber
evalnado los niveles séricos de IgG en los animales a lo largo del
experimento. Efectivamente, la respuesta sérica de la IgG para el caso del
estudio del antigeno somético de adultos de 7. circumcincta es mas precoz
en el caso de los animales del lote A2 que en los pertenecientes al lote B1,
como corresponde a una respuesta inmunitaria anamnésica o de recuerdo.
De hecho, la respuesta sérica de inmunoglobulinas es tan precoz en el grupo
A2, que acontece durante la primera semana p. i., al mismo tiempo que se
produce la reduccion en la linfoproliferacion de los linfocitos en cultivo en
presencia de los estimulantes inespecificos. Aunque estadisticamente no
existen diferencias significativas entre el lote Bl y B2 en la semana 25 (en
la que se produce la reduccién de la linfoproliferacién en los animales del
lote B1), lo cierto es que los niveles de IgG aumentan notoriamente, si los
comparamos con los que presentaban ese grupo de animales la semana
anterior, y con los que presentan los propios animales que corresponden con
el lote testigo. Algo similar sucede en el caso de la primera etapa del
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experimento. En la semana 4°, aparecen diferencias significativas entre los
. animales pertenecientes al lote A y B en lo que se refiere a los niveles
séricos de IgG, y solo una semana después, aparecen la reduccion en la
capacidad de linfoproliferacion de los linfocitos procedentes de sangre
periférica de los animales inoculados. Los mitdgenos ensayados evaluan
fundamentalmente la proliferacion de linfocitos T, exceptuando el PWM,
que ademas de estimular la linfoproliferacién de los linfocitos T, estimula
también a la poblacion de linfocitos B. Tal vez por este motivo, no se
encuentran diferencias que sean estadisticamente significativas al emplear el
PWM como estimulante linfocitario en el lote Bl respecto al B2 en la
semana 25° del experimento, a diferencia de lo que sucede con los otros dos
mitogenos que son estimulantes exclusivos de linfocitos T.

Sin embargo, no hay un acuerdo sobre las razones que provocan esta
inmunosupresion. Snider y cols., 1986, consideraron la posibilidad que esta
inhibicion de la respuesta a PHA por parte de los linfocitos se pueda deber a
otros factores como el incremento de histamina que tiene lugar en estas
infecciones. En. ratones se ha demostrado la capacidad que tiene la
histamina de provocar inmunosupresiones en linfocitos murinos al
cultivarlos en presencia de PHA (Bonnet y cols., 1984). Lo que si es cierto
es que estos fenémenos de inmunosupresion parecen ser generales a muchos
nematodos gastrointestinales (Soulsby, 1979).

Otro factor que puede provocar esta supresion de la respuesta
inmunitaria del hospedador es, al menos en infecciones por O. ostertagi en
bovinos, algunas fracciones antigénicas procedentes de larvas de O.
ostertagi, quienes son capaces de suprimir la respuesta de linfocitos
esplénicos murinos cultivados con concanavalina A (Cress y Klesius,
1989). Vercruysse y Claerebout, 1997, atribuyen a este factor un posible
papel en el lento desarrollo de la inmunidad por parte de los bovidos a la
infeccion por O. ostertagi.

5.3.1.2 Cultivos de linfocitos con distintas concentraciones de Ag
somatico de adultos de 7. circumcincia.

Unicamente se detectaron diferencias significativas la semana 27° (3°
semana post-inoculacion), entre el lote A2 y el lote B2 y entre el Bl yel
B2. En los dos casos, la proliferacion de los linfocitos sanguineos
procedentes de los animales inoculados fue mayor que la obtenida por
los animales del grupo de animales no inoculados.
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En parasitaciones por T. colubriformis, la respuesta de linfocitos
sanguineos a antigenos sométicos de adultos y L3, asi como a antigenos
excretor-secretor de adultos, es mas precoz en animales previamente
infectados (McClure y cols., 1992; Adams y Cripps, 1977). Generalmente,
presenta este primer incremento a los dos dias de la inoculacién y un
segundo incremento acontece a los 14 dias post-inoculacién (McClure y
Emery, 1994; McClure y cols., 1991). Ademss, en este caso existe una
correlacién negativa entre el indice de estimulacién y los recuentos de
vermes en abomaso. Tampoco en estos casos parece claro que una respuesta
proliferativa precoz suponga una proteccién a la sreinfestaciones por este
nematodo (Windon y Dineen, 1981).

Algo similar acontece en inoculaciones con H. contortus donde se
provoca una respuesta especifica precoz, pero que tampoco en este caso
supone una inmunoproteccién frente a las reinfestaciones (Gill y cols.,
1991).

En nuestro estudio, durante la segunda fase del experimento se
observé una respuesta la semana 27° (4 post-inoculacion) de los linfocitos
periféricos al Agl, detectdndose una mayor respuesta de los linfocitos
procedentes de animales inoculados, sin que la exposicién previa a pequefias
cargas parasitarias hayan supuesto ningliin cambio en la respuesta
linfocitaria de los animales, con lo que al igual que sucedi6 en la primera
fase de la experiencia, se detecté un reconocimiento del antigeno por parte
de los linfocitos.

3.4 E.L.LS.A. (Enzyme linked immunoabsorbent assay)

A lo largo de todas las semanas del experimento se recogieron
muestras de sangre con el propésito de estudiar la evolucién de la
inmunoglobulina G en los distintos lotes. Para la determinacién de la IgG
especificas, utilizando dos test ELISA, frente a sendos antigenos somaticos
de vermes adultos. Dichos antigenos fueron un antigeno crudo, y orto
procesado previamente con una reduccién con periodato sédico tratando de
disminuir el nimero de epitopos de naturaleza glucidica que pudieran ser
reconocibles.

En realidad, los métodos de obtencion de los antigenos varian de un
laboratorio a otro, y pueden condicionar la presencia o ausencia de
determinadas moléculas antigénicas. Por este motivo, los resultados que se
recogen al emplear mezclas antigénicas crudas son en ocasiones dificiles de
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evaluar, por la propia naturaleza inespecifica de algunos antigenos (De
Graaf y cols., 1994). En ocasiones, los animales no expuestos al parésito
son capaces de reconocer algunos antigenos presentes en la mezcla
antigénica, provocando probablemente esta reacciéon de inmunidad cruzada
a antigenos intestinales (Mansour y cols., 1990). De hecho, se ha
demostrado el reconocimiento por parte del suero de ovinos no inmunizados
ni expuestos al pardsito proteinas de 23-16 kDa y de 12 kDa de extractos
antigénicos de L4 de T. circumcincta (Wedrychowicz y cols., 1994). Es
posible que esta inmunidad cruzada sea la razén por la cual en nuestro
estudio se produce un progresivo incremento en los niveles séricos de
inmunoglobulinas en los animales testigo, si bien, su aumento es muy
inferior al experimentado por los animales infectados, quienes logicamente,
reconocen un mayor numero de determinantes antigénicos que los no
inoculados. Para tratar de disminuir al maximo estas reacciones de
inmunidad cruzada, se realizd el tratamiento previo del antigeno con
periodato sddico, consiguiendo asi disminuir un tanto la respuesta
inespecifica, aunque sin conseguir eliminarla completamente.

54.1 Respuesta serologica (IgG) durante la primera fase del
experimento.

Los resultados de los valores séricos de la IgG especifica al emplear
antigeno crudo o tratado previamente con periodato sddico fueron similares.
Los niveles de anticuerpos encontrados tras el tratamiento previo con
periodato fueron obviamente menores, al eliminar algunos epitopos
ghicidicos del antigeno. Los niveles de IgG, al antigenar las placas con el
antigeno crudo, fueron siempre mayores durante esta fase del experimento
en el lote A (inoculado) que los detectados en el lote B. Sin embargo, estas
diferencias alcanzaron significacion estadistica a partir de la 4 ® semana
post-inoculacion.

Probablemente, al disminuir las reacciones inespecificas, la respuesta

sérica que encontramos al emplear antigeno tratado con periodato, define .

con mas precision las diferencias entre los lotes, al observarse significacion
estadistica desde la semana 4%-14°, mostrandose que los valores medios
obtenidos en el lote inoculado (lote A) son claramente superiores a los
detectados en el lote testigo (lote B). Posteriormente, la respuesta humoral
se ve reducida de foma notable, siendo incluso mayor en el grupo testigo,
aunque sin significacion estadistica.
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Los niveles séricos de los anticuerpos se emplean comiinmente para
evaluar el contacto con diversos nematodos gastrointestinales, pero su papel
protector no esta, sin embargo, nada claro (Kloosterman y cols., 1985;
Frankena, 1987; Ploeger y cols., 1990%; Sutherland y cols., 1999; Balic y
cols., 2000). Numerosos son los trabajos que relacionan un fuerte
incremento en los niveles séricos de IgG reactivos a gran variedad de
antigenos parasitarios a las tres o cuatro semanas de realizar inoculaciones
experimentales de O. ostertagi en bovinos (Canals y Gasbarre, 1990;
Mansour y cols., 1990). Algo similar sucede al exponer rumiantes no
inmunizados a pastos infectados (Gronvold y cols., 1992; Gasbarre y
cols., 1993 a; Nansen y cols., 1993; Klesius y cols., 1986; Canals y
Gasbarre, 1990; Mansour y cols.,. 1990). Generalmente la respuesta
serologica frente a los nematodos gastrointestinales es de gran magnitud,
tanto en primoinfecciones como en exposiciones repetidas al parasito y no
solo afecta al isotipo G. En este caso concreto de primoinfecciones pueden
desarrollar un pico en torno a los 35 dias post-inoculacion(Canals y
Gasbarre, 1990) que en nuestro caso se inici6 a los 28 dias p.i..

En nuestra experiencia realizada en cabras, también se detecta con
prontitud (4* semana), un incremento significativo en los niveles séricos de
IgG especificas por parte de los animales expuestos, por lo que ain con
cargas parasitarias pequefias, esta respuesta inmunitaria tiene lugar, ademas
en el plazo que generalmente presenta en ovinos y bovinos. Y también , al
igual que sucede en estas especies, esta respuesta humoral no supone una
proteccion frente a los vermes, pero podria utilizarse como indicador de la
exposicion al nematodo, especialmente utilizando antigeno tratado
(Kloosterman y cols., 1985; Frankena, 1987; Ploeger y cols., 1990a;
Sutherland y cols., 1999; Balic y cols., 2000).

En cualquier caso, a la hora de seleccionar el antigeno parasitario, se
debe ser cauto, puesto que estan ampliamente referidas en la bibliografia las
reacciones cruzadas entre extractos de adultos de tricostrongilidos en ovinos
(Cuquerella y cols., 1994; Anderson y cols., 1989; Shamansky y cols.,
1989) y también en cepas caprinas (Molina y cols., 1999). Por ello,
investigaciones futuras deben orientarse en la deteccién de alguna fraccion
antigénica del extracto soméatico de vermes adultos de 7. circumcincta que
resulte mas especifico que la mezcla antigénica, de forma similar a como
sucede con algunas fracciones de extracto de adultos de H. contortus, como
la fraccién de 26kDa, que sélo es reconocido por sueros procedentes de
ovinos parasitados con adultos de H. contortus (Gémez-Muiioz, 1996;
2000).
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5.4.2 Respuesta serologica de la 1gG durante la segunda fase de la
experiencia

La respuesta serologica de IgG del lote A2 (reinoculados) fue mas
precoz que la desarrollada por el lote B1. De hecho, la respuesta desarollada
por los animales inmunizados previamente tuvo lugar la misma semana en
la que se realizd la reinoculacion, lo que evidencia una rapida respuesta
anamnésica o de recuerdo. Ademss, estas diferencias significativas se
mantuvieron desde esta semana 23 (primera de la reinocualcién) y hasta la
- 31° (novena semana tras la reinoculacién) y se manifestaron
independientemente que se emplearan el antigeno tratado con periodato o
crudo, con la tinica excepcién de la primera semana (23%), que no detecta
diferencias significativas si se emplean el antigeno tratado con periodato
sodico.

Por su parte, el lote B1(primoinfectado durante la segunda fase), fue
incrementando los niveles séricos IgG semanalmente hasta ser
significativamente mayores que los correspondientes al lote testigo la
semana 27* (4* semana p.i.), independientemente que se emplee el antigeno
tratado o no con periodato sodico. Por lo tanto, la respuesta sérica de la IgG
en el lote Bl es idéntica a la desarrollada por el lote A en la primera etapa
de la experiencia, con lo que los diferentes protocolos de inoculacion, no
han supuesto cambios en la respuesta humoral, al menos en lo que se refiere
a los niveles de IgG especificos frente a antigenos somético de adultos de T.
circumcincta.

Muchos autores destacan la importancia de la exposicion previa en el
incremento de la respuesta serologica (Ploeger y cols., 1990a). En general,
la respuesta sérica de IgG se acelera en bovinos que han estado previamente
expuestas al parsito (Canals y Gasbarre, 1990; Balic y cols., 2000). Esto
sucede también con otros trichostrongilidos tras infestaciones previas, como
por ejemplo con H. contortus tanto con antigenos somaticos de adultos,
como con extractos larvarios y antigeno excretor-.secretor de adultos
(Scahlling y cols., 1994a; 1994b; 1995; Gomez-Muiioz y cols., 1999). En
inoculaciones con L3 de T. circumcincta, también se observa una respuesta
serolégica mas precoz en corderos expuestos previamente al parasito que
otros no inoculados previamente, al emplear antigeno somatico larvario
(Sutherland y cols., 1999; Steward, 1955; Emery y cols., 1993).
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En definitiva, en nuestro estudio se detecta una respuesta serolégica
mas precoz en los animales previamente expuestos al parasito, sin que esta
respuesta tampoco suponga una mayor proteccion a la cabra frente a la
infeccion parasitaria, lo que coincide plenamente con los hallazgos
encontrados por otros autores en otras especies de rumiantes. En este caso,
por tanto, incluso las pequefias cargas parasitarias a las que se vieron
expuestas los animales en la primera etapa del experimento, fueron capaces
de provocar una respuesta que podria catalogarse como de memoria.

5.5 RECUENTOS FECALES DE HUEVOS

5.5.1 Recuentos fecales durante la primera fase de la experiencia

Durante la primera fase de la experiencia, unicamente se evaluaron
los recuentos fecales de huevos en el lote A (inoculado),. El periodo de
prepatencia fue de tres semanas para el 60 % de los animales, de 4 semanas
para el 20%,mientras que en el resto de los animales se detectd la presencia
de éstos en semanas sucesivas, hasta la semana 7%, en la que todos los
animales inoculados liberaron huevos. Desde la tercera semana hasta la
novena, la tendencia observada muestra un progresivo incremento en los
recuentos fecales, a partir de entonces, una vez alcanzado el pico de huevos
la novena semana, el valor promedio decrece paulatinamente, si bien se
detectan algunos repuntes en las semanas 12% y 16® hasta el sacrificio de la
mitad de los animales del lote A la semana 172, y el tratamiento del resto
con levamisol.

Otros autores, al desarrollar ensayos similares en ovinos, observan
un pico en el numero de huevos eliminados entorno a las 7 semanas
postinoculacion, siendo la evolucion similar (Stear y cols., 1995¢). En
cualquier caso, otros trabajos encuentran periodos de prepatencia variables
entre animales, y también detectan picos en la eliminacién de huevos que
oscilan entre las 5 y las 10 semanas post-inoculacion (Stear y cols., 1995d;
Sutherland, 1299).

En cualquier caso, la variabilidad de respuesta de los animales puede
llegar a ser importante y se explica como consecuencia de las capacidades
individuales a la hora de generar una respuesta inmune frente al
parasito.Como indicdbamos en nuestro estudio, al analizar la evolucién de
los recuentos fecales se aprecian ligeros repuntes, que también han sido
observados en animales infectados con este nematodo. Este fendmeno,
algunos autores lo atribuyen a L4 que han retrasado su desarrollo a adultos
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(Sutherland y cols., 1999). En nuestro caso es dificil establecer si el
repunte observado en los recuentos de huevos se debe a la presencia de
" larvas que hayan retrasado su desarrollo, debido a que de los 10 animales
que se estudian en esta primera etapa, tnicamente se sacrifican la mitad,
conociéndose por tanto la presencia de formas inmaduras presentes en al
mucosa gastrica en hipobiosis en la mitad de los animales del lote al
finalizar esta primera fase de la experiencia. Lo que si es cierto es que, los
dos animales que presentaron larvas inmaduras en los recuentos de larvas en
las digestiones abomasales durante este periodo, tienen un incremento en los
recuentos fecales de huevos en las semanas en las que se detectaron los
incrementos en los recuentos fecales, con lo que parece factible que esta
pueda ser la causa de dichos repuntes.

Precisamente, esta variabilidad individual en los recuentos fecales
esta orientando a lineas de investigacion que buscan el conmtrol de las
nematodosis gastrointestinales mediante la seleccion de animales con bajos
recuentos fecales de heces, y la contra-seleccion de animales con altos
recuentos, tanto en ganado ovino (Stear y cols., 1995d) como en bovino
(Gasbarre y cols., 2001).

Dado que en otras especies rumiantes infectados por este nematodo,
los recuentos fecales se han utilizado como indicadores de la carga
parasitaria (Bryan y Kerr, 1989) se procedié a analizar la correlacion de
los recuentos fecales y de vermes adultos al final de esta fase, obteniéndose
un coeficiente de correlacion R* = 0.56 con una probabilidad del 0.87, que
por lo general son algo inferiores a los encontrados por otros autores
(Kassai, 1999), lo que tal vez se puede deber al periodo transcurrido desde
que se observa los recuentos mas elevados (4 semanas post-inoculacion)
hasta que tiene lugar el sacrificio y recuento de vermes adultos (17* semana
post-inoculacion).

5.5.2 Recuentos fecales durante la segunda fase del experimento

Durante esta segunda fase, el periodo de prepatencia de los animales
reinoculados fue de 3 semanas (A2), mientras que el grupo de cabras no
inmunizadas previamente fue de 4 semanas (B1). En cualquier caso, y al
igual que sucedié en la primera inoculacion, en los dos lotes de cabritos
inoculados de este segundo periodo existieron variaciones en los periodos
de prepatencia de cada animal. A partir de entonces, se produce un paulatino
incremento en los recuentos de huevos, y el sacrificio, la semana 31 (8% p.i.)
del experimento coincide con el pico maximo de huevos en los dos lotes.
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Aun a pesar de que el lote A2 tiene recuentos de huevos superiores a los
detectados en el lote B1, no llegan a observarse diferencias significativas
entre ambos ninguna de las semanas de esta segunda etapa de la experiencia.

Sutheriand y cols.,, 1999, aun cuando detecta en ovinos
sensibilizados previamente con 7. circumcincta un menor nimero de huevos
en los Uteros de las hembras alojadas en el abomaso de cabras inmunizadas,
esto no se traduce en menores recuentos de huevos, aunque si parece afectar
a la viabilidad de los mismos. Otros trabajos experimentales en los que se
realizan -inoculaciones con 7. circumcincta se observan periodos de
prepatencia en animales previamente infectados que oscilan entre los 20 y
59 dias, siendo el periodo de prepatencia mayor, en aquellos animales que
tuvieron menores recuentos de huevos. Ademas, en este estudio encontraron
un valor medio en los recuentos fecales de huevos en heces menor en la
reinoculacion que el detectado en la infeccion primaria (Stear y cols.,
1995¢).

En nuestro estudio, efectivamente, y al igual que sucede en otras
experiencias realizadas en ovinos con T. circumcincta, no encontramos
diferencias significativas en los recuentos de huevos. Si partimos de la
premisa de que los recuentos de huevos se pueden interpretar como
indicadores de inmunidad (Vercruysse y Claerebout, 1997), es evidente
que la exposicion de los cabritos a pequefias cargas parasitarias ha resultado
insuficiente para proporcionar a los animales un inmunidad protectora.
Incluso, los animales expuestos previamente, tienen un periodo de
prepatencia mas corto, y aun cuando no existen diferencias significativas
con los integrantes del lote B1, lo cierto es que liberan una mayor cantidad
de huevos en sus heces. El periodo de prepatencia de los animales del lote
A2 fue de 21-42 dias, mientras que este rango en el lote primoinoculado
(B1) fue de 28-49 dias, en ambos casos, valores similares a los referidos por
otros autores en inoculaciones similares en ovinos.

En general, los animales con periodos de prepatencia mas amplios,
fueron también los que tuvieron un menor nimero de huevos a lo largo del
experimento, con la excepcion de un animal, que siendo justamente el que
presenté los menores recuentos de huevos, fue también el que tuvo el
periodo de prepatencia mas corto. A diferencia del estudio citado de Stear y
cols., 1995c, los recuentos de huevos en heces fueron mayores en la segunda
etapa del experimento que en la primera. Sin embargo, es dificil establecer
conclusiones sobre este dato, porque los protocolos experimentales son
diferentes, y esto puede modificar la carga final de nematodos, y por tanto el
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nimero de huevos observados en las heces (Vercruysse y Calerebout,
1997).

En esta segunda fase del experimento, los recuentos fecales de
huevos mostraron una mayor correlacion con los recuentos de vermes tras
realizar los lavados abomasales, siendo R* = 0.78 (p<0.001), utilizando los
valores de huevos correspondientes a la semana 9* (31 del estudio).

En inoculaciones con 7. circumcincta en ovinos se encuentran
coeficientes de correlacion similares a los encontrados en esta segunda fase
de nuestro estudio, oscilando los valores entre r = 0.63 (p<0.01) (Stear y
cols., 1995¢) y r = 0.88 (Stear y cols., 1995d). De hecho, los recuentos
fecales se mostraron como el mejor indicador de la carga parasitaria en esta
infeccién experimental.

5.5.3 Repetibilidad de los recuentos fecales y modelo linear mixto

...Como ya qued6 reflejado en el correspondiente apartado de material
y métodos (4.3.3), Falconer, 1989, define la repetibilidad (R) como el
cociente entre los componentes de la varianza debida a comportamientos
diferentes entre animales (Sg) y la suma de componentes entre animales (Sg)
y dentro de cada animal (Sp).

R=Sg/Sg+ Sp

Este cociente, que obviamente no puede superar el valor de la
unidad, nos indica cual de los valores de la varianza predominan en cada
caso. Cuanto mayor sea el valor de la fraccion, cuanto mas préximo al valor
de “1”, el elemento de la fraccién que corresponde a Sp serd menor, por lo
que en la varianza, predominaran los factores que operan entre animales.
Por contra, cuanto menor sea la repetibilidad, mas importante serd en la
varianza el papel de los factores internos de cada animal.

La repetibilidad promedio para el primer periodo experimental fue
de 0.224 + 0.017. Para el segundo periodo es de 0.22 * 0.053. Ambos datos
con un p < 0.05. El valor estimado de la repetibilidad entre los dos periodos
infectantes hasta el maximo de la eliminacién de huevos es de 0.27 con un p
< 0.01 (significativo al 90%). Estos datos nos indican que el componente de
la varianza més importante es la varianza dentro de cada animal, esto es,
predominan los factores internos de cada animal sobre otros factores
ambientales. A medida que se reducen los periodos de estudio, aumenta la
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repetibilidad. Asi, si se calcula la repetibilidad para los recuentos de huevos
obtenidos en una misma semana, la repetibilidad del primer periodo es de
0.654 + 0.055 y para el segundo periodo es de 0.531 + 0.091, aumentando
entonces la importancia de la componente entre grupos. La repetibilidad
entre medias globales para los dos periodos de infeccion es de 0.712.

Esta situacion se ve modificada un tanto, si se eliminan los
resultados de recuentos de huevos que son algo atipicos al resto de los
integrantes de sus grupos. Concretamente, dos animales del lote A2 y uno
del loteA durante el primer periodo de la experiencia. En este caso, la
repetibilidad es de 0.49 con una significacion de 0.04.

Al estudiar el tratamiento del modelo linear mixto no se encuentran
diferencias significativas ni entre animales ni entre periodos de inoculacién.

Stear y cols., 1995¢, en un estudio similar, en el que tras inocular
previamente un grupo de ovejas con T. circumcincta, estas son
desparasitadas y erinoculadas como en nuestro caso, analizan la
repetibilidad de los recuentos fecales. Dichos autores observan como en
nuestro estudio que a medida que se reduce los intervalos de muestreo,
aumenta también la repetibilidad de las muestras, lo que garantiza la
fiabilidad de los métodos de determinacion empleados en el procesado de
las mismas. También son similares los datos referidos a la repetibilidad
entre protocolos experimentales, puesto que estos autores encuentran una
repetibilidad de 0.3, y en nuestro estudio se obtiene una repetibilidad entre
infecciones de 0.27.

5.6 PARAMETROS HEMATICOS, PROTEINAS SERICAS TOTALES Y
FIBRINOGENO

A la hora de interpretar los resultados hematolégicos obtenidos, es
fundamental comparar éstos con los valores de referencia descritos para la
especie caprina, si bien, no se deben despreciar las variaciones existentes en
las diferentes razas. En este sentido, juega un papel determinante los valores
que presentan los controles, animales de la misma edad, procedencia y
criados en las mismas condiciones que los animales inoculados, con la inica
diferencia de no haber estado expuestos al parésito.

A diferencia de lo que sucede con otros tricostrongilidos, como es el
caso de H. contortus, pocos trabajos recogen valores hematologicos
referidos a infestaciones con T. circumcincta , y menos ain en ganado
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caprino la ostertagiosis. Lo que dificulta la realizacion de un analisis
comparativo de los valores obtenidos en este estudio.

5.6.1 Hematocrito

Los valores detectados en los hematocrito en la primera etapa del
experimento fueron del 26.6% para el lote A (inoculado) y del 27.8% para el
lote B. No se encontraron diferencias significativas entre los lotes.

Durante la segunda fase de la experiencia, tampoco se detectaron
diferencias significativas entre los lotes. El lote A2 present6 un promedio de
27.8%, el del lote B1 fue de 28.6% y el del lote B2 de 28.4%.

Los valores de hematocrito que describe la bibliografia como
fisiologicos en la especie caprina oscila entre los 24.3% en cabras de 6-12
meses (Nangia y cols., 1968) y de 27.0 + 4.6 (Oduye, 1976).

Se puede apreciar por tanto que los animales en nuestro estudio no
sufrieron alteraciones en sus niveles de hematocrito a lo largo de todo el
estudio.

5.6.2 Hemoglobina

Tampoco se encontraron diferencias significativas entre los lotes Ay
B durante la primera etapa de la experiencia en lo que se refiere a los
valores de hemoglobina. En promedio, el valor de la hemoglobina en el lote
Afuede 8.3 g/dlyenellote Bde8.9g/dl

Durante la segunda fase del experimento no se detectaron diferencias
significativas entre los lotes. El promedio del lote A2 fue de 8 g/ dl, el del
lote B1 fue de también de 8 g/ dl y el del lote B2 de 9.23 g/ dL.

Nangia y cols., 1968, considera 7 g / dl el valor fisiologico de la
hemoglobina en la cabra, mientras que para Oduye, 1976, dicho parametro
tendria un valor de 9.1 + 1.4 g/ dl.

Se constata que los resultados obtenidos en los animales en nuestra
experiencia se encuentran dentro de los rangos considerados como
fisiologicos para la especie caprina.
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5.6.3 Leucocitos totales

No se detectaron diferencias significativas entre el lote A y el B a lo
largo de la primera fase del estudio. El promedio del lote A fue de 14221
leucocitos / pl, mientras que el lote B obtuvo un valor medio de 15724
leucocitos / pl.

Durante la segunda etapa si se detectaron diferencias significativas
entre los lotes A2 y el B las semanas 24°, 27° y 29%, siendo mayores los
recuentos leucocitarios del lote B1. No existieron diferencias significativas
de ninguno de estos lotes respecto al lote B2. El valor medio del lote A2 fue
de 10825 leucocitos / pl de sangre, mientras que los lotes Bl y B2
obtuvieron en promedio 16462 y 14828 leucocitos / pl de sangre
respectivamente.

Holman y Dew, 1965, considera como recuento leucocitario
fisiologico un valor de 18.18 + 3.84 x 10° ul. Los valores encontrados en la
primera etapa del experimento estin dentro de los rangos considerados
normales. En las tres semanas en las que se detectan diferencias
significativas entre los lotes A2 y B1, el lote B1, presento valores mayores
que los del lote A2. Durante estas tres semanas, el lote A2 tuvo valores de
10660 + 1161, 11320 + 3070 y 9880 + 2842 leucocitos / ul de sangre,
mientras que los valores del lote B1 fueron de 17100 + 4887, 18333 + 5311
y 18867 + 3677 leucocitos / ul de sangre. Por lo tanto, el lote Bl presenta
valores de leucocitos dentro de los rangos considerados normales, y el lote
A2, parece mostrar un cierto grado de leucopenia, aunque, es importante

hacer notar que no evidencié diferencias significativas con el lote control,
de animales no inoculados.

5.6.4 Recuento diferencial de los leucocitos

5.6.4.1 Neutrofilos segmentados

Durante la primera etapa del experimento se detectaron diferencias
significativas tnicamente las semanas 9° y 11%. En ambos casos, los valores
fueron mayores en el lote no inoculado que en el inoculado. En concreto, en
el lote A, fueron de 4887 y de 4775 neutrdfilos / pl las semanas 9° y 11°
respectivamente, mientras el lote B fueron de 7440 y 7647 neutrdfilos / pl
de sangre.
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En la segunda etapa de la experiencia se detectaron diferencias
significativas las semanas 27 y 29° entre los lotes A2 y B1. Al igual que
sucedié en las semanas 27, 29° en el caso de los leucocitos totales, los
valores de neutréfilos segmentados sanguineos del lote B1 fueron mayores
que los detectados en el lote A2. Concretamente, para el lote A2, se
detectaron 4873 + 1567 y 4582 £ 1123 neutrofilos / pl de sangre en las
semanas 27* y 29* respectivamente. Mientras que en el lote B, 10789 + 5298
y 8587 + 2057 neutrofilos / pl de sangre respectivamente. El lote A2
present6 diferencias significativas con el lote B2 unicamente la semana 267,
donde el lote A2 tuvo en promedio 5571 y el lote B2 7980 neutrdfilos
segmentados / pl de sangte. Finalmente, entre los lotes B2 y B, solo se
encontraron diferencias significativas la semana 25%, donde presentaron
respectivamente 9662 + 1840 y 6001 + 1231 neutrofilos / pl de sangre.

Los valores considerados como fisiologicos en la especie caprina,
van desde 1200 a 7200 neutréfilos / pl de sangre (Jain, 1993b). Segun estos
valores de referencia, las diferencias existentes entre los lotes en la primera
etapa del experimento no parecen relevantes, al estar ambos lotes dentro de
los rangos considerados como fisiologicos. Algo similar sucede con las
diferencias detectadas entre el lote A2y el Bl en esta segunda fase del
experimento. En este caso, el lote B2, parece mostrar un cierto grado de
neutrofilia, respecto a los valores considerados como fisiologicos en la
bibliografia, pero sin embargo, no muestra diferencia significativa con los
animales testigos. Del mismo modo, las diferencias existentes entre los lotes
A2 y BI respecto al lote B2,tampoco parecen relevantes, al estar los
animales dentro de los valores del rango fisiolégico.

5 6.4.2 Neutrofilos bastonados

La interpretacién de los resultados obtenidos con respecto a los
neutrofilos bastonados o en cayado ésta se ve dificultada, al no existir
valores fisiologicos de referencia ya que se trata de un tipo celular raro que
se suele relacionar con aquellos procesos que estimulan la produccioén de
neutrofilos en la médula 6sea, en definitiva, se relaciona con la inflamacion
aguda.

5.6.4.3 Linfocitos

En la primera etapa del experimento solo se detectaron diferencias
significativas la semana 17° del experimento, teniendo el lote A 6809
linfocitos / pl de sangre y el lote B 11690 linfocitos / pl de sangre. En
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- promedio durante esta primera fase, el lote A tuvo 6504 linfocitos / ul de
sangre y el lote B 7536 linfocitos / ul de sangre.

De forma similar, s6lo se detectaron diferencias significativas entre
los lotes A y B la 29* semana del experimento, siendo el recuento de
linfocitos / pl de sangre de 4671 + 1920 y de 8845 + 2104 para los lotes A2
y Bl respectivamente. Entre el lote A2 (reinoculado) y el B2 (testigo), las
semanas 25% y 28%, con valores de linfocitos / pul de 3198 + 1588 y 4063 +
1425 para dichas semanas en el lote A2 y de 8418 + 3636 y 10332 + 5187
para el lote B2. No existieron diferencias entre el lote B1 y B2.

Se establecen como valores fisiologicos en caprino recuentos de
linfocitos / ul de sangre que oscilen entre 2000-9000 (Jain, 1993b). Una vez
mas, si se consideran estos valores como referencia, no existen variaciones
importantes en los niveles sanguineos a lo largo de todo el estudio.

5.6.4.4 Monocitos

No se encontraron diferencias significativas entre los lotes A y B
durante la primera fase de la experiencia.

En la segunda etapa, aunque se encontraron diferencias significativas
entre los lotes A2 y Bl, los valores estuvieron dentro de los rangos
considerados fisiolégicos por Jain, 1993b. Ademas, no existieron en ningin
momento diferencias significativas de ninguno de los lotes inoculados
respecto al lote testigo (B2).

5.6.4.5 Eosinodfilos

Muchos autores, atribuyen a los eosinofilos un papel relevante en la
generacion de resistencia frente a las nematodosis gastrointestinales (Balic y
cols., 2000). De hecho, tanto Dawkins y cols., 1989, como Budle y cols.,
1992, coinciden en sefialar a los eosinéfilos mads que indicadores de
helmintiasis, como indicadores de resistencia a las nematodosis
gastrointestinales, aunque no siempre se detecta esta correlacion
(Weolaston y cols., 1996).

Diversos autores han demostrado la atraccion que muestran los
eosindfilos por las fases larvarias de los nematodos gastrointestinales que
colonizan los tejidos (Steward, 1953; Charleston, 1965; Salma y Duncan,
1985; Balic y cols., 1999c). Una vez alli estudios de microscopia
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electronica han permitido descubrir el intimo contacto que se establece entre
la larva y los eosinofilos del hospedador e incluso como tiene lugar la
degranulacién de éstos (Balic y cols., 1999¢; Rainbird y cols.,
1998).Ademéss, la eficacia de dicha degranulacién se evidencia en estos
estudios al constatar lesiones en las larvas rodeadas de eosindfilos. Esta
degranulacion busca, de una parte, propiciar su accion citotdxica,
fundamentalmente con la liberacion de proteinas granulares y de aniones
superéxido, quienes directamente actuarén sobre el parasito, y por otro lado,
se liberan también leucotrienos, que provocaran vasodilatacién, contraccion
del misculo liso y secrecién de mucus (Balic y cols., 2000).

Otro aspecto que reafirma esta supuesta actividad de los eosindfilos
frente a los nematodos gastrointestinales es la propia capacidad que algunos
nematodos han desarrollado para tratar de eludir la accion de estos
granulocitos. Asi, por ejemplo, el desarrollo larvario en el intestino de
Oesophagostomum spp. tiene lugar dentro de quistes que protegen al
parasito de las sustancias liberadas por los eosintfilos (Shelton y Griffiths,
' 1967). Haemonchus contortus, Ostertagia spp. Y Teladorsagia

circumcincta, maduran en el hospedador en el fondo de las glandulas
gastricas, y asi logran eludir la accion protectora que tratan de desarrollar
los eosinéfilos (Klesius y cols., 1989; Balic y cols., 2000).

5.6.4.5.1 Eosinofilos durante la primera fase de la experiencia

Durante las primeras 12 semanas, el lote A (inoculado), promedi6 un
mayor nimero de eosinfilos en sangre periférica que el lote B (testigo). Sin
embargo, esta clara tendencia, {inicamente alcanza significacion estadistica
la 9° semana p.i. (p = 0.05). La tendencia que siguen los eosinéfilos en los
animales inoculados es sufrir un moderado incremento desde el inicio de la
infeccion hasta la segunda semana, donde alcanza su maximo valor de 785
eosinofilos / pl de sangre, disminuyendo progresivamente a lo largo del
resto de esta etapa de la experiencia.

Aunque puede existir una elevada concentracién de eosindfilos en
los tejidos sin que exista eosinofilia en sangre periférica, lo habitual es que
tras una infeccién por helmintos los eosindfilos en sangre periférica sufran
un importante incremento (Balic y cols., 1999¢). Incluso en infecciones
primarias se produce un incremento en el nimero de eosinéfilos presentes
en el abomaso de corderos infectados con H. contortus (Charleston, 1965;
Salman y Duncan, 1984; 1985; Balic y cols., 1999a). Su numero e€s muy
elevado a los 5 dias post-infeccion, y aunque su mimero va decreciendo,
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sigue siendo mayor que el que presentan ovinos no inoculados tras 27-36
dias de iniciado el experimento (Balic y cols., 1999a). En infecciones
primarias ovinas con 7. circumcincta sucede lo mismo a nivel del abomaso.
En estas infecciones primarias, se detecta la eosinofilia con un pico
moderado hacia el 7-9 dia post-inoculacién, disminuyendo hacia el 14° dia,
y sufriendo a continuacién un incremento hasta el dia 21 (Stevenson y cols.,
1994). En definitiva, generalmente se producen moderadas eosinofilias en
las infecciones primarias (Balic y cols., 2000; Dawkins y cols., 1989;
Buddle y cols., 1992; Dobson y cols., 1992; Stevenson y cols., 1994). Sin
-embargo, y aun aceptando que esta es la situacion mas frecuente, diversos
autores en ocasiones no han encontrado esta eosinofilia, lo que puede
plantear dudas sobre su utilidad como método para evaluar la respuesta
inmunitaria del hospedador (Sutherland y cols., 1999; Yong y cols., 1985).

En nuestro estudio, se constata que pequefias cargas parasitarias, y la
inoculacion seriada de apenas 2000 L3 semanales de 7. circumcincta no
logran provocar en los animales eosinofilia, lo que difiere de la mayoria de
los trabajos citados, tal vez porque el nimero de larvas infectantes utilizadas
fue mucho menor en nuestro caso.

Al tratar de correlacionar las cargas de nematodos con los recuentos
de eosinodfilos en sangre periférica obtenida por cada animal inoculado, se
determinaron los coeficientes de regresion lineares entre los recuentos de
eosindfilos semanales y el nimero final de vermes en abomaso. Si tomamos
el promedio de eosindfilos de las 2* y 3* semana (donde alcanzan el pico los
distintos animales inoculados del lote A), y los comparamos con los vermes,
obtenemos una R* = 0.2 con una confianza del 89% (p <0.11), siendo esta
la mayor correlacion detectada.

En un estudio desarrollado en ovinos inoculados con 7.
circumcincta, encuentran una interesante correlacion negativa entre los
recuentos sanguineos de eosindfilos en la semana de su pico y los adultos
recogidos en el abomaso. Esta correlacion oscilé entre —0.3 y —0.5 (Stear y
cols., 1995¢).

Es evidente que la correlacién existente entre los eosindfilos y los
recuentos de adultos en abomaso es muy baja, coincidiendo con otros
autores al considerar a los eosindfilos mas como una medida de resistencia a
la infeccién que como un indicador de carga parasitaria (Dawkins y cols.,
1989; Budle y cols., 1992).
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5.6.4.5.2 Eosinofilos en la segunda fase de la experiencia

Durante la segunda fase del experimento, los dos lotes inoculados si
experimentaron un incremento significativo en el nimero de eosinéfilos en
sangre periférica respecto al lote B2 (testigo). La diferencia entre los dos
lotes de animales inoculados radicé en que dicha eosinofilia tuvo lugar una
semana antes en el lote A2 que en el lote B1, esto es, la exposicion previa si
parece proporcionar una respuesta de memoria que se traduce en una
respuesta eosinofilica més precoz, dado que la intensidad de la respuesta es
similar en ambos lotes, y mas duradera en el tiempo. El lote A2, tiene
diferencias significativas respecto al lote control desde la primera semana
post-inoculacion, y conserva esta diferencia hasta la semana 27* (4 semanas
después de la exposicion). Por su parte, el lote B1 muestra la eosinofilia la
semana 25* (2° p. i.), y este lote, aunque sigue teniendo un mayor recuento
de eosinbfilos en sangre periférica que el lote B2 la semana 26°, sdlo
alcanza dicha diferencia validez estadistica si se descarta un animal con un
recuento anormalmente bajo que aparece en el lote B1.

En general, se considera que exposiciones repetidas a L3 de
diferentes tricostrongilidos confieren una mayor resistencia a la enfermedad
(Chiejina y Sewell, 1974; Smith y cols., 1983b; Barger y cols., 1985;
Dobsen y cols., 1990; Holtenius y cols., 1983; Cameron, 1984; Pomroy y
Charleston, 1989%; Shelton y Griffiths, 1967).

Es posible que la respuesta eosinofilica mas precoz y duradera en
reinfecciones, se deba a una respuesta inmunolégica especifica. En esta
respuesta parece jugar un papel fundamental la IL-5 que es una citocina T
dependiente que estimula el incremento de eosindfilos tanto a nivel tisular
" como en sangre periférica (Meeusen y Balic, 1999). Linfocitos procedentes
de sangre periférica y ganglios mesentéricos en ovinos parasitados con H.
contortus, generan in vifro, sobrenadantes ricos en IL-5 e IL-3, por lo que de
facto, estimulan la produccion de eosindfilos (Haig y cols., 1989). De forma
anloga, linfocitos procedentes de terneros infectados con O. ostertagi
también son capaces de producir sobrenadantes con propiedades
quimiotacticas para los eosin6filos (Washburn y Klesius, 1984).

Corderos expuestos a infecciones repetidas con T. circumcincta
durante 7 semanas, desparasitados posteriormente y reinoculados 4 semanas
después, evidencian a los diez dias un marcado incremento en el nimero de
eosinofilos alojados en el intestino delgado (Stevenson y cols., 1994). Otros
estudios en los que se realizan reinoculaciones en ovinos con T.
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circumcincta, también se caracterizan por un respuesta eosinofilica mas
precoz y de mayor magnitud (Stear y cols., 1995¢). Aunque habitualmente
s encuentra eosinofiia en las inoculaciones experimentales de T
circumcincta (Dawkins y cols., Buddle y cols., 1992; Dobson y cols.,
1992; Stevensen y cols., 1994), en ocasiones esta no se detecta
(Sutherland y cols., 1999; Yong y cols., 1985).

En nuestro estudio, ain a pesar de que se desarrolla una respuesta
eosinofilica mas duradera y precoz en los animales inmunizados
previamente, ésta repuesta no es capaz de provocar una reduccién en la
carga de nematodos en el abomaso, por lo que, al menos estas cargas
parasitarias bajas a las que se expusieron los cabritos, resultan insuficientes
para inducir una respuesta efectora eficaz, ni tampoco han supuesto una
menor capacidad de establecimiento de las larvas en los animales, antes
bien, al contrario. Sin embargo, parece evidente que han sido capaces de
desencadenar una respuesta de recuerdo, que presumiblemente originara una
reaccion de hipersensibilidad a nivel local, en la mucosa del abomaso. Es
posible que dicha respuesta tenga un componente especifico, esto es, que
determinados antigenos estimulen linfocitos T que produzcan la IL-5, que
como quedé reflejado en un parrafo anterior, es capaz de inducir la
eosinofilia. Este posible mecanismo que pretende justificar esta respuesta
anamnésica que desarrollan los animales a la exposicién repetida de los
eosinbfilos, parece contraria a los resultados obtenidos con el test de
transformacion linfoblastica, al menos por la inmunosupresién que padecen
los linfocitos, especialmente los linfocitos T, al cultivarlos en presencia de
estimulantes inespecificos. En cualquier caso, el comportamiento que
presentan los linfocitos bovinos procedentes de sangre periférica (que son
los que se han incluido en nuestro estudio) y los procedentes de ganglios
linfiticos regionales son diametralmente opuestos en infecciones por O.
ostertagi. Los linfocitos procedentes de sangre periférica ven inhibida su
capacidad de respuesta a los mitdgenos en cultivos celulares (Klesius y
cols., 1984; Cross y cols., 1986; Snider y cols., 1986; Wiggin y Gibbs,
1990), al igual que sucede en nuestra experiencia. Sin embargo, aquellos
que proceden de los linfonédulos abomasales sufren un estimulo en su
linfoproliferacién cuando son estimulados con los mismos mitdgenos
inespecificos (Wiggin y Gibbs, 1990). Estudios posteriores se pueden
orientar en demostrar que comportamiento presentan los linfocitos presentes
en los ganglios linfiticos abomasales caprinos procedentes de animales que
sufren infecciones por este nematodo, al realizar el test de transformacidn
linfobldstica en presencia de mitégenos inespecificos, valorando tanto su
respuesta al mitégeno, como los distintos mediadores celulares que liberan,
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especialmente estudiando factores como la IL-5, por su importante papel

modulador para los eosinofilos.

La semana que mejor correlaciona los eosindfilos en sangre
periférica con los recuentos de vermes en abomaso es la 26° (3" semana
post-inoculacién), con una R? = 0.35 con una probabilidad del 92%. Este
valor difiere al encontrado por Stear y cols., 1995¢, en inoculaciones de T.
circumcincta en ovinos, quienes encuentran una r = -0.3 y -0.5. Como
indicador de cargas parasitarias, se muestra mucho mas fiables el recuento
de huevos en heces que los recuentos sanguineos de eosindfilos. Este dato
coincide con los referidos por otros autores (Stear y cols., 1995¢). Ademas,
Sutherland y cols., 1999, considerando que la eosinofilia no es un
parametro constante en las infecciones por T. circumcincta, consideran mas
util su estudio como estimador de la respuesta inmunitaria del hospedador,
que no como indicador de cargas parasitarias.

5.6.4.5.3 Repetibilidad y tratamiento estadistico de la varianza por
medio del modelo linear mixto

La repetibilidad encontrada entre los dos periodos de infeccion es
muy baja, de 0.18, lo que indica que predominan los factores internos de
cada animal. La repetibilidad entre las medias de los dos periodos es de
0.604, muy similar a resultado obtenido en ovejas, en un ensayo similar
realizado por Stear y cols., 1995¢, para quienes la repetibilidad entre
medias fue de 0.69.

De forma anéloga a lo que sucedia en el caso de los recuentos fecales
de huevos, a medida que se acortan los periodos de estudio de la
repetibilidad, aumenta el valor de la misma. Como ya se comentd en el
correspondiente apartado de los recuentos fecales de huevos, esto implica
que los métodos de medicién son fiables, y este resultado también es
coincidente con lo encontrado por Stear y cols., 1995c.

Y también , al igual que sucedio en dicho trabajo de Stear y cols.,
1995¢ al aplicar el modelo linear general a los eosindfilos de sangre
periférica se encuentran diferencias significativas entre periodos de
infeccion, entre intervalos semanales dentro de un mismo periodo y entre
animales.
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5.6.5 Proteinas plasmaticas totales

No se encontraron diferencias significativas entre los lotes A y B
durante la primera etapa del experimento. El promedio del lote A presentd
una concentracion plasmatica de proteinas de 6.2 g / dl, mientras que el lote
B tuvo un valor medio de 5.9 g/ dl.

Durante la segunda etapa de la experiencia, s6lo se encontraron
diferencias significativas entre los lotes A2 y Bl la semana 26° siendo
mayor el valor de los animales reinoculados (6.7 g / dI) que la del lote de
animales primoinoculados (5.9 g / dl). Unicamente se encontraron
diferencias significativas respecto al lote control la semana 282 y
concretamente entre el lote B2 (testigo) y el A2 (reinoculados). La
concentracion de proteinas plasmaticas encontradas esta semana fue de 7.12
£ 0.5y 5.9 + 0.4 para los lotes A2 y B2 respectivamente. No existieron
diferencias significativas entre el lote B2 y el B1.

Los valores considerados fisiologicos para las proteinas plasmaticas
en cabras se encuentran entre los 6.4-7 g / dl segun Kaneko, 1980 y 6.1-7.4
g / dl segin Boyd, 1984. A pesar de existir diferencias significativas entre
los lotes A2 y Bl en la semana 26° ambos grupos presentan
concentraciones de proteinas séricas similares a las detectadas en el lote B2
(testigo), por lo que no parece que esta diferencia entre los lotes sea
relevante. En cualquier caso, unicamente el lote B1 presenta un valor de
proteinas plasmatica algo inferior al referido como fisiologico en la
literatura. La otra semana en la que se encuentran diferencias de interds
estadistico es en la 28° En este caso, el lote reinoculado (A2),presenta
valores superiores a los encontrados en el lote B2 (testigo), pero dentro de
los valores considerados como de referencia.

Aunque la pérdida de albtimina sérica est descrita en la ostertagiosis
clinica, desencadenando incluso edemas periféricos en la ostertagiosis tipo I
(Soulsby, 1988; Kassai, 1999) siendo mucho mas frecuente y relevante la
pérdida de albiimina en la ostertagiosis tipo II (Kassai, 1999), conduciendo
a una importante reduccion de las proteinas séricas y apareciendo edemas
subcuténeos evidentes (Mulligan y cols., 1963), en las formas subclinicas,
como la que se encuentra habitualmente en Gran Canaria, no conlleva
cambios significativos en los niveles séricos de proteinas plasméticas
(Kassai, 1999), como también ha sucedido en este estudio.
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5.6.6 Fibrindgeno

Durante el primer periodo de estudio, no se observaron diferencias
significativas entre los lotes A y B. La concentracion de fibrindgeno
detectada en el plasma fue de 385 y de 370 mg / dl para los lotes Ay B
respectivamente. .

Tampoco se detectaron diferencias estadisticamente relevantes entre
los lotes en el segundo periodo de estudio, con excepcién de la semana 28
en la que se encontraron diferencias entre el lote B2 (333 £ 115 mg /dhyel
lote A2 (760 + 219 mg / dI).

Como valores de referencia se citan 100-400 mg / dl (Duncan y
Prasse, 1986). Este dato permite considerar algo elevado el valor del
fibrinogeno detectado en el lote A2, lo que parece indicar el desarrollo de
una reaccion inflamatoria aguda.

5.7 RECUENTO DE FORMAS INMADURAS TRAS LA DIGESTION
DE LOS ABOMASOS

Tras el sacrificio de los animales se procedio a la digestion de La
mucosa gastrica para detectar formas larvarias inmaduras. De los 5 animales
correspondientes al lote Al (sacrificado a las 17 semanas del experimento)
s6lo se encontraron larvas en 2 animales, uno de ellos con 0.16 larvas / gr
mucosa, y el otro con 0.44 larvas / gr de mucosa.

Por su parte, en el lote A2, tras el sacrificio, también se encontraron
larvas en 2 animales, con una concentracion de 0.78 larvas / gr mucosa y de
2.8 larvas / gr de mucosa respectivamente.

Igualmente dos animales del lote B1 mostraron también larvas en la
mucosa del abomaso, con una concentracién de 0.2 y de 0.67 larvas / gr de
mucosa.

El secuestro larvario es un fendmeno bien conocido, asociado a un
incremento de resistencia del rumiante a O. ostertagi (Michel, 1963),
Haemonchus placei (Roberts, 1957) en bovinos y a H. contortus (Barger y
cols., 1985), T. circumcincta (Seaton y cols., 1989b), T. colubriformis
(Barnes y Dobson, 1993) y T. vitrinus (Seaton y cols., 1989a) en ovinos.
La hipobiosis también se asocia a cambios estacionales adversos al parasito,
a la densidad de nematodos y a la cepa del parasito (Eysker, 1997;

[
]
Lh

anaria. Biblioteca Digital, 2004

ersidad de Las Palmas de Gran C:

© Unive



Discusién

Dunsmore, 1963; Michel, 1963). Michel, 1963, en un estudio realizado con
O. ostertagi, en el que pretendia establecer un control de la inmunidad
adquirida en las vacas, observd que el mantenimiento de las cargas de
nematodos se debian en parte al reemplazo de los nematodos adultos
rechazados por las larvas que se encontraban en hipobiosis en la mucosa el
abomaso. Otros autores estdn de acuerdo con esta posibilidad (Balic y cols.,
2000). Sin embargo, si los animales son fuertemente inmunes, esta
capacidad de recuperacion de la carga de vermes en abomaso se agota, y se
termina por eliminar todos los parésitos del hospedador, al menos en
infecciones por H. contortus en ovinos (Barger y cols., 1985) y en
parasitaciones por O. ostertagi en bévidos (Michel, 1963).

En infecciones experimentales de bovinos con O. ostertagi, se han
detectado una mayor cantidad de larvas en hipobiosis en animales
previamente inmunizados que en otros que se exponen por vez primera al
parasito (Hilderson y cols., 1993b). Estos autores concluyen que la
. inmunidad puede ser responsable de este mayor secuestro larvario y que la
duracion de la infecciones mas importante que la intensidad de la infeccion,
dado que las inmunizaciones previas las realizaron con exposiciones
cuantitativamente diferentes de L3 (grupos inoculados con 4000 L3 y otros
con 50000 L3 de O. ostertagi). Herlich, 1982 en un estudio similar, también
concluyd que la intensidad de la exposicién no era un factor relevante en el
desarrollo de inmunidad, al igual que Michel, 1970, aunque otros autores
obtienen también resultados diferentes (Ploeger y cols., 1990a).

Los datos recogidos en los animales de nuestro estudio, no permiten
detectar grandes diferencias entre los grupos. La mayoria de los animales,
independientemente de los lotes en los que estaban encuadrados, no se
encontraron vermes inmaduros tras la digestién del abomaso. Curiosamente,
en los tres lotes que han estado parasitados (Al -primera fase de la
experiencia-, A2 y B1) mostraron larvas en el 40% de los animales. En
cualquier caso, las cantidades de larvas que aparecieron en el lote A2 fueron
algo mayores que las encontradas en el lote Bl, todos ellos animales
expuestos a un mismo protocolo experimental en la segunda etapa de la
experiencia, diferenciandose unicamente en que los integrantes del lote A2
tuvieron una inmunizacion previa con una pequefia carga parasitaria durante
la primera etapa del experimento. Este resultado es similar al observado por
Hilderson y cols., 1993b, quienes también detectaron un mayor numero de
formas inmaduras en bovinos previamente inoculados con O. ostertagi. Es
posible que este mayor recuento de formas inmaduras encontradas en el lote
A2, implique un cierto grado de inmunizacién, aunque no logré traducirse
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en un menor nimero de vermes adultos en el abomaso ni en una reduccion
en la liberacién de huevos; muchos autores atribuyen a este creciente
secuestro larvario un incremento de resistencia del hospedador
(Michel,1963; Roberts, 1957; Barger cols., 1985; Seaton y cols., 1989b;
Barnes y Dobson, 1993; Seaton y cols., 1989a). En cualquier caso, en
nuestro estudio, no existen diferencias significativas en los recuentos de
larvas inmaduras encontradas en los abomasos, tal vez debido a que la
intensidad de la inoculacién inicial no fue capaz de desarrollar esta
respuesta protectora de una forma consistente (Ploeger y cols., 1990 a).

5.8 HISTOLOGIA DE LOS LINFONODULOS ABOMASALES

La totalidad de los ganglios estudiados en los animales inoculados
presentaron un patrén histopatolégico similar. Se detecté un aumento de los
centros germinales foliculares caracterizados por un incremento en el
numero de células reticulares con abundante presencia de mitosis, con
disminucién de 4reas B y un aumento de los linfocitos interfoliculares y
cordonales. En el seno de los ganglios se detecté una marcada histiocitosis.

En los linfon6dulos abomasales bovinos parasitados por Ostertagia
muestran un importante aumento de tamafio, que se debe tanto a un
incremento del namero de linfocitos reactivos al parasito como a otros
linfocitos que no reconocen antigenos parasitarios (Gasbarre, 1986).En
general se encuentra un incremento en las subpoblaciones linfocitarias T (y-
8) y B, en detrimento del porcentaje de linfocitos T a-B (Gasbarre, 1994;
Canals y cols., 1997; Almeria y cols., 1997a). Los vermes adultos suelen
provocar una estimulacion de los linfonédulos drenados, particularmente en
el compartimento de las células B (Almeria y cols., 1997a; Balic y cols.,
1999a). Aunque en nuestro estudio se detecta en los linfonddulos
abomasales un aumento en los centros germinales foliculares, lo cierto es
que la actividad mit6tica detectada en los centros germinales fue notoria, lo
que se ajusta a esta estimulacion de 4reas B citada por otros autores.
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6. CONCLUSIONES

1.- La inoculacién intrarruminal de 2.000 Ls de Teladorsagia circumcincta
de origen ovino durante 5 semanas consecutivas determina en ganado
caprino infecciones subclinicas con un periodo prepatente en torno a las 4
semanas y cargas parasitarias bajas similares a las que se observan en
condiciones naturales en animales de la isla de G. Canaria.

2.- La exposicion a cargas parasitarias bajas de T. circumcincta en ganado
caprino no induce resistencia frente a la reinfeccion con 20.000 Lz del
nematodo, a tenor de los resultados obtenidos en la evolucién de los
recuentos de huevos, de formas inmaduras en mucosa gastrica y vermes
adultos.

3.. Durante la infeccién experimental baja-moderada de T. circumcincta en
ganado caprino tiepen lugar respuestas proliferativas inespecificas in vitro
en linfocitos T (efectores y dependientes de lilnfocitos B), mientras que esta
linfoproliferacién no se desarrolla frente a antigenos somaticos de vermes
adultos. Tanto la capacidad proliferativa especifica como inespecifica se
invierte de forma transitoria coincidiendo con la aparicion de formas adultas
en el abomaso (4-5 semanas post-inoculacion).

4.- El aumento y reduccion transitorias de las respuestas linfoproliferativas
especificas e inespecificas respectivamente que tienen lugar en ganado
caprino sometido a infecciones experimentales con T. circumcincta s
desarrollan de forma méas precoz (adelantdndose una semana) en animales
que han estado previamente infectados con un numero bajo del parasitos.

5. La utilizacion de antigenos somaticos de vermes adultos de T.
circumcincta tratados con periodato sodico en el desarrollo del test ELISA
utilizado en este estudio para el seguimiento los niveles de IgG especificos,
determina una reduccién de reacciones cruzadas en cabras no infectadas, lo
que permite un seguimiento mas adecuado del curso de la infeccién
mediante la evolucién de la respuesta humoral.

6.- Tanto la inoculacién seriada con 10.000 L3 o una sola dosis de 20.000
L3 de T circumcincta determina una importante respuesta humoral
especifica del isotipo IgG. Esta reaccion que se refleja histologicamente en

ganglios linfaticos abomasales, se encuentra plenamente desarrollada a las -

cuatro semanas de la infeccion en animales que no han tenido un contacto
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previo con el nematodo. La sensibilizacién de los animales con dosis bajas
de T. circumcinta inducen una respuesta de memoria que adelanta tres
semanas la presencia de anticuerpos especificos.

7.- Los parametros biopatologicos estudiados no sufren cambios
significativos en animales sometidos a infecciones bajas-moderadas de T
circumcincta, salvo el recuento de eosindfilos sanguineos. La eosinofilia
s6lo se induce mediante la inoculacién con 20.000 L3 del nematodo, siendo
esta respuesta mas precoz y duradera en animales infectados previamente,

sin que los niveles de eosinofilia alcanzados supongan una proteccién frente
a la reinfeccion.

8.- El estudio comparativo entre distintos parametros como indicadores de
la carga parasitaria en infecciones experimentales con 7. circumcincta en
ganado caprino, refleja que los recuentos de huevos son los que muestran
una mayor correlacién con el nimero de vermes adultos presentes en el

abomaso de los animales infectados. Su repetibilidad aumenta conforme se
acortan los periodos de estudio.
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7. RESUMEN

En el presente trabajo se ha realizado una valoracion de la respuesta
inmune humoral y celular que desarrollan las cabras de la agrupacion
caprina canaria, al exponerse a parasitaciones de bajas cargas parasitarias
del nematodo gastrointestinal Teladorsagia circumcincia similares a las que
se desarrollan de forma natural en la isla de Gran Canaria, y el posible papel
protector que estas inoculaciones puedan tener en los animales al sufrir una
reinfestacion.

Para la ejecucién del estudio, el trabajo se dividio en dos fases bien
diferenciadas. Una primera se realizé una primoinoculacion con el proposito
de reproducir las infestaciones de bajas cargas parasitarias, y una segunda
etapa, en la que tras una desparasitacion previa, se inocularon los animales
con el propdsito de evaluar la respuesta a la exposicion inicial.

Entre las técnicas empleadas en el seguimiento de la infeccion en
ambas fases se desarrolld un test de transformacion linfoblastica, con el que
se valora el comportamiento de los linfocitos de sangre periférica frente a
diversos mitégenos inespecificos y antigenos parasitarios, un método de
ELISA indirecto, para la deteccion de los niveles séricos especificos de IgG,
asi como ecuentos de huevos en heces, de vermes adultos y formas
inmaduras en abomaso. Ademds, se realizaron hemogramas y estudios de
proteinas séricas totales y del fibrinégeno.

La exposicién previa a estas bajas parasitaciones por Teladorsagia
circumcincta no parece proteger a los animales de la reinfeccion a tenor de
los resultados obtenidos en recuentos de huevos en heces, de larvas en
mucosa gastrica y de vermes adultos.

Se ha observado que los linfocitos sanguineos sufren reducciones
transitorias en la estimulacién a mitégenos inespecificos in vitro, tanto en
primoinfestaciones con bajo numero de L3 como en reinoculaciones con
70000 L3 del nematodo, siendo esta mas precoz en los animales
previamente expuestos, pero iguales en magnitud e intensidad.

Se ha detectado una fuerte respuesta humoral (IgG) frente extractos
somaticos de adultos de T, circumcincta, a partir de la cuarta semana post-
inoculacion, siendo més precoz en animales previamente sensibilizados. La
reduccién de epitopos de naturaleza glucidica mediante el tratamiento del
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extracto somatico con periodato sddico puede reflejar de forma adecuada la
exposicion de los animales al nematodo.

Los recuentos de eosindfilos en sangre periférica mostraron una
evolucién variable en funcién del protocolo de inoculacién empleado en
cada una de las fases del estudio, alcanzando valores propios de un estado
de eosinofilia cuando fueron inoculados con 20.000 L3 de T, circumcincta.

Esta respuesta eosinofilica se desarrolld de forma mads rapida en
animales infectados previamente, siendo por tanto un buen indicador de la
exposicion a este nematodo, no tanto en cuanto a las cargas parasitarias que
se encuentran mas correlacionadas con los recuentos de huevos.
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8. SUMMARY

With this essay, we have intended to carry out an assessment about
the humoral immune and cellular response which is developed in the goats
belonging to the canarian group, when they are exposed to parasites with
low parasitic burdens of the gastrointestinal nematode Teladorsagia
circumcincta, similar to the ones developed in Gran Canaria in a natural
way. Also, we have studied the possible protector role that these
inoculations may have in these animals when suffering a new infestation.

In order to prepare the study, the work was divided into two well-
differentiated phases. Firstly, we did an inoculation with the intention of
reproducing the infestations with low parasite burdens, which the Canarian
goats suffer from. And secondly, after the previous worming, the animals
were inoculated in order to asses to what extent the initial exposition
supposed any kind of protection against the parasite.

Among the different techniques used to evaluate the immune
response, we must  highlight the developing of the lymphoblastic
transformation test, through which the behaving of the lymphocytes in
peripheral blood is assessed, facing the diverse unspecific “mitogens” and
parasite antigens. Another test used is the method ELISA, to detect the
serological levels of IgG, faecal egg count and immature larvae in the
abomasos. Furthermore, we have carried out complete hemograms and
studies about total serological proteins as well as about the fibrinogen.

The previous exposure to these low parasite burdens by means of
Teladorsagia circumcincta has not turned out to be protective for the
animals, due to the fact that neither the establishment nor the development
of the larvae in the mucous nor the rejection of adult vermes in abomaso has
taken place.

The blood lymphocytes have suffered from transitory reductions in
the stimulation to unspecific mitogens in Vitro culturing, both in
primoinfestations and in reinoculations, being the latter earlier in the
animals previously exposed, but the same in magnitude and intensity.

We have detected indeed, a strong humoral response of the IgG
when faced with adult somatic antigen of 7. Circumcincta, from the fourth
to the fourteenth week, which is possible to have diagnostic utility. This
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response is very earlier in animals that have previously suffered from
infestations with little parasite burdens.

Eosinophilia has been variable according to the protocol of
inoculation used , and it only appears when the parasite burdens were
higher. When the animals were reinoculated, the eosinophilic response was
earlier and more durable than when animals were not previously inoculated.

All in all, we have verified that the previous exposure of the animals
to little parasite burdens of this nematode does not provide protection, at
least in infestations lasting seventeen weeks, and that the inoculations of
parasites that the Gran Canarian goats usually suffer from cause an
immunosuppresion in the animals, fact that is believed to have an important

pathogen role, difficulting the acquisition of immunity towards other morbid
or vaccine agents.
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Anexo

11.- ANEXO

Tablal

Valores promedio de recuentos fecales de huevos de los animales del
lote A durante la primera fase del experimento.

SEMANAS™. [RECUENTOS.FECALES" |

1 0+0

2 0+0

3 40 +39
4 95+104
5 85 +67
6 90 +61
7 115+58
8 115 +111
9 165 +160
10 12079
11 140 £102
12 145 + 96
13 115+85
14 65 +34
15 40 +46
16 50 +71

Tabla I

Valores promedio de recuentos fecales de huevos de los animales del
lote A2y el B1 durante la segunda fase del experimento.

OB

010
00
00
33 +58
28 50+112 33+£58
29 10422 0+0
30 90 + 109 100 +61
31 300 +245 183 +£92
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Anexo

Tabla T

Promedio de las variables diferencia de absorbancia obtenidos en el
test de transformacién linfoblastica por los animales del lote A y B durante
la primera fase del experimento.

QI IR LAy

LS

(e e s BEDRRCTA T
b SN A

0 A 02+0.16 0.61+0.091 | 0.0330.076 | 0.02120051

S

& i
PSP
D :

AR

0.09% 0.06 | 0.063+0.038 | 0.055+0.023 | 0.019+0.048 0.02540.044 { 0.0152.019

0.17+ 0.162 | 0.067+0.196 | -0.002+0.24 | -0.002+0.2 0.02240.022 | 0.0240.015

| 0-15420.066 | 0.07240.058 | 0.039+0.048 | 0.034+0.027 0.008+0.005 | 0.021+0.022

0.07510.062 | 0.071+0.049 | -0.02110.06 [ 0.013+0.051 -0.00610.05 | -0.01£0.09

0.10310.079 | 0.099+0.061 | 0.021+0.057 | 0.011+0.028 0.004+0.011 | 0.00510.006

0.06810.069 |0.092+0.082 | -0.028+0.1 |0.046+0.086 0.044+0.083 | 0.05+0.079

0.06310.083 | 0.07810.074 | -0.032+0.07 | -0.008+0.05 -0.036+0.05 | -0.04520.07

0.12540.102 |-0.14140.09 | 0.11440.086 | 0.062::0.067 0.03840.051 | 0.037+0.059

0.14810.067 | 0.15620.058 | 0.1240.058 | 0.059+0.006 | 0..03£0.049 0.03+0.119

0.05810.033 | 0.092+0.062 | 0.055+0.029 | 0.028+0.046 0.01£0.027 |0.018+0.032

0.1+0.034 | 0.1740.022 | 0.10540.001 | -0.021%0.01 -0.02810.02 | -0.028+0.02

0.01240.037 | 0.056+0.042 | -0.011+0.04 | -0.028+0.03 -0.02640.02 | -0.03+0..03

0.07240.098 | 0.127+0.01 | 0.088+0.078 | -0.001+0.08 -0.04210.07 | -0.03540.08

0.051+0.03 | 0.082+0.061 | 0.05140.067 | 0.021+0.052 0.00840.03 1 -0.006+0.03

0.09610.023 | 0.054+0.043 | 0.018+0.027 | 0.002:+0.069 -0.04610.05 | -0.145+0.07

0.1460.083 | 0.143+0.078 [ 0.087+0.092 | 0.038+0.045 0.01340.052 | -0.005+0.06

0.11940.047 | 0.063+0.085 | 0.061+0.061 | 0.001+0.031 -0.019+0.02 | -0.01440.04

11 0.06810.041 | 0.098+0.046 | 0.038+0.027 | 0.001:+0.037 -0.009+0.03 [ -0.012+0.03

)
W(> o > 1w > W) > 1w > fw| > o> o> fo|> | o

0.07310.087 | 0.10410.109 | 0.039+0.071 | 0.025+0.026 0.00510.03 | -0.004+0.01

266

© Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. Biblioteca Digital, 2004



Anexo

TablaIV

Promedio de las variables diferencia de absorbancia obtenidos en el
test de transformacién linfoblastica por los animales del lote Al, Bl y B2
durante la segunda fase del experimento.

ST e e A R
Sl Ciemn e WM Gl e Ayl

0.03710.055 | 0.06610.077 0.6i4;t0.06 0.02310.082 } 0.01310.09 { 0.01+0.081

0.148+0.096 | 0.163+0.059 | 0.048£0.057 | 040.014 -0.0110.01 | -0.03110.04

0.166+0.066 | 0.19+0.024 | 0.2074£0.033 | 0.06410.041 | 0.02410.044 | 0.027£0.084

0.012+0.021 | 0.037+0.063 | 0.009+0.066 | 0.046£0.049 | -0.035+0.1 | -0.05+0.091

0.045+0.028 | 0.047+0.054 | 0.02240.041 | 0.02610.036 | -0.016+0.03 | -0.04910.03

0.12240.04 | 0.13+0.059 | 0.11640.06 | 0.04310.066 | -0.00240.09 | -0.02310.06

0.0620.036 | 0.06+0.036 | 0.046+0.051 | 0.005+0.035 | -0.00410.04 | -0.01710.03

0.078+0.04 | 0.083+0.052 | 0.05240.024 | 0.111+0.081 | 0.041+0.051 | 0.054+0.066

0.087+0.007 | 0.114+0.022 | 0.072£0.005 | -0.02240.03 | 0.006+0.017 | -0.012+0.02

0.04130.022 | 0.024+0.031 | 0.025+0.035 | 0.00610.027 | -0.00340.02 | -0.00410.02

0.059+0.042 | 0.03340.041 | 0.018+0.091 { 0.02530.046 | -0.10310.2 | -0.124+0.23

0.087+0.041 | 0.07+0.013 | 0.113+0.018 | 0.00240.028 | -0.00510.03 | -0.014+0.02

0.05+0.029 0.05+0.03 | 0.068+0.038 | 0.008+0.029 | -0.0050.03 | -0.011+0.03

0.068+0.041 | 0.058+0.06 | 0.03740.06 |0.032+0.072 | 0.01530.053 | -0.00510.02

0.10440.024 | 0.08£0.018 | 0.09+0.04 { 0.04210.06 | 0.007+0.022 | -0.015+0.02
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Anexo

Tabla V

Variable diferencia de absorbancias obtenidas al restar el valor
promedio de absorbancias obtenidos por el lote inoculado (lote A) y el valor
obtenido por los animales del lote testigo (lote B) a lo largo de la primera
fase del experimento, tanto con antigeno crudo como con antigeno tratado
con periodato sodico (NalO4).

oD
R T TR

ENO:COIN ot
-2.07

6.22

3.72

16.79

34.78

20.02

23.61

16.97

20.57
11.51
10.15
14.33
364
29.98
24.64
18
9.71

11.11
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Anexo

Tabla VI

_ Variable diferencia de absorbancias obtenidas al restar el valor del
promedio de absorbancias obtenidos por los distintos lotes entre si, a lo
largo de la segunda fase del experimento. Datos con antigeno crudo y
tratado previamente con periodato sédico (NalO4)

PR g D ifeTenciag de OD R SR
LAY B g i L
12.72

17.66

9.17

8.23

8.26

6.1

3.6

2.6

2
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Tabla VII

Valores de los parametros del hemograma. Lote A, animales

inoculados, lote B, grupo testigo durante la primera fase del experimento.

R Hemoprima

Bt s & cmerdl
A 2 89+1 59105 244 +133
B - 23.4%+4.1 §+24 15167 £ 5810 49+ 0.5 200 + 200
A 24.1+£29 §+0.7 16790 + 6658 5.6%0.6 289+ 145
B 244116 8.6+0.6 14200 £ 2960 5.5+0.6 133+ 115
A 26.2+3.2 8.4+09 13840 1 4340 6.1+0.8 244+ 194
B 283142 8.8+0.6 13400 £ 3143 5.7+0.6 333+230
A 255+4.2 8+1 10090 + 3967 5.9+0.7 340 + 237
B 259119 8 +0.5 11933 + 1436 56+0.4 267+ 305
A 266128 8.610.8 12890 + 4960 59+0.6 220 * 148
B 2755 89+14 10300 + 872 5.7+0.9 400 £ 200
A 25.6+3 8.7+0.7 12720 + 4100 63107 400 + 231
B 27.8+45 8.8+1.4 12000 + 3242 5.7+0.6 333+ 115
A 269+4 8.7+1.3 13790 + 2859 6.2+0.7 260 + 190
B 30£2.2 9.4%+1 14900 + 2291 5.9%+0.9 400 1 346
A 259146 8.4%1 12050 + 3628 5.8+0.6 320+ 140
B 28+3.5 89+1.7 13500 £ 5927 5.7+£0.5 200 + 200
A 27+3.7 7.2%1.5 13020 £ 4246 6.2+0.7 370 £ 241
B 287%1.5 8.9+22 18133 + 6404 63+0.6 600 + 346
A 26.8+3.6 8.1+1.1 10960 £ 2530 6.2+0.8 380+ 199
B 263+4 9+1.2 14667 + 7995 58+0.2 467 + 305
A 256+38 81+1 11880 + 3366 62108 320 £ 301
B 294+6.2 92%1.6 14700 + 4590 6.4+0.4 467 + 305
A 26.5%3.1 8.4+0.8 11500 + 2853 6.4+0.8 420+ 175
B 275142 92+1.4 16267 + 5204 6.3+0.2 333+ 231
A 26.3+3.6 82109 11690 + 4217 6.4+0.8 520 +£253
B 28+ 4 9+ 1.6 15033 + 7203 5.9+0.2 600 + 400
A 26.4 3.8 8§5+1.2 13710 £ 5782 6.4+0.6 540 + 164
B 289147 9.6+2 16467 £ 6561 59+04 333+ 115
A 259+3.6 8+1.3 16350 + 5583 6.4+0.7 370 + 149
B 30.7x7.1 93+27 15600 + 6519 6.310.3 267+ 115
A 26.7+5.1 18790 + 5227 6.2+0.5 530+ 177
B 28.3 2.9 24023 + 4694 6.4+0.9 400 £+ 200
A 275149 18672 + 4870 6.110.5 650 + 369
B 217+£2.5 22887 + 4591 6.510.8 500 + 435
A 206+4.2 21405 £2472 6.71+0.6 520 + 303
B 297%3.5 19858 + 2276 6.2+0.6 433 + 208
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Anexo

Tabla VIII

Valores de los parametros del hemograma. Lote A, animales
inoculados, lote B, grupo testigo durante la primera fase del experimento.

tgz/dl)

2 g
27.5%+4.5 . . 600+ 141
Bl 285+3.6 941 1.6 14233 + 8420 500 + 100
B2 28+5.1 9.1+14 1467046218 450 +£212
A2 29.2+5.7 74+2.9 10660 + 1161 300+ 173
Bl 277121 7+1.5 17100 + 4887 533+115
B2 26314 9.03+1.2 1466717995 467 + 305
A2 29.4+3.9 83+19 10660 + 3716 440 + 89
Bl 28+1.7 84+0.8 18633 + 2581 667 £ 503
B2 204+6.2 92+1.6 14700£4590 467 * 305
A2 29.5+5.2 83+1.5 12300 + 2681 560 + 261
B1 31.7+99 89133 15767 + 3350 600 + 200
B2 271.5+42 92+1.4 1626745204 333+ 231
A2 25.8+63 6.1+2.4 11320 + 3068 720 + 363
Bl 27.7+25 5.7+1.1 18533 + 5311 767493
B2 28+4 9+ 1.6 15033+7204 600 + 400
A2 28+43 T6+2.5 8280+ 2411 760 £ 219
Bl 28.3%3.5 64+2.1 14400 £ 9297 600 + 400
B2 28.9+ 4.7 96+2 12700+990 333+ 115
A2 26.8+45 8.2+1.1 9880 + 2842 " 480 +228
Bl 28.7+3.8 84+1.1 18867 + 3677 467+ 115
B2 307+ 7.1 93+2.7 15600+6520 77+ 133
A2 26.5+4.8 93109 11560 1 2855 420 + 148
Bl 284%5.5 9.5+ 1.4 14167 £ 6799 " 400 £ 200
B2 293 +35 9.4+£2 1630015125 300+ 115
A2 27.1+4.4 8.7+1.7 10530 + 2831 512+ 280
Bl 28143 84+1.2 15322+ 5112 495 + 150
B2 287+ 6 9.1+13 1622246308 230+ 213
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Anexo

Tabla IX

Valores promedios de las formulas leucocitarias (ul) para el lote A
(inoculado) y el lote B (testigo) durante la primera fase del experimento.

A 81354340 | 315+433 429 + 608
B 7390 + 3432 47+ 82 712242495 | 342+27% 265 + 45
A 9177 + 4531 0+0 7058 £2768 | 406 +336 149+ 97
B 8404 % 1591 99 + 90 5412 + 1258 140 + 126 144+ 131
A 6740 +3126 52483 6146 + 3078 117 £ 145 785 + 557
B 6517+ 1314 151 +173 5839+2325 | 3414298 506 + 504
A 6263 £ 3764 57+78 6070 + 2334..| - 135+157 - 574 £ 500
B 5904 + 1417 34+59 5807+ 1273 0+0 188 £ 105
A 6465 1 3239 0+0 575612299 | 272+161 396 + 681
B 4938 £ 913 621107 4904 £ 2113 196+152 -} 200+ 174
A 6334 + 2025 1135 537142102 | 473 +413 488 + 784
B 5899 + 1504 78+ 74 5656 + 1889 282+ 105 85+ 147
A 6566 + 1592 25 + 80 6533 £ 2195 244182 | 421463
B 7410 £ 3425 0+0 6914 + 1797 346 + 87 230 +217
A 6347 2392 36158 5211+1867 | 2214249 .| 2414290
B 5983 £ 1577 27147 7128%4152 | 240315 162+37
A 6621 + 2648 73 + 81 5922 + 1850 177+171 226 +272
B 9700 + 5067 641110 7806+ 6374 | 240+416 |. 306+344
A 4887 + 1179 25+41 5588 + 1768 77+ 109 283 +263
B 7440 £ 2780 00 F041 1 5221 147+ 80 39468
A 4814 + 1593 25+53 6632+2359 | 123+169 - | ~286+424
B 6001 + 1231 00 8418 + 3636 80+ 139 201 % 185
A 4775 + 883 22+47 6128 + 1915 196 + 163 380 £ 518
B 7647 + 1492 0+0 8352+ 4634 89 +78 178 + 156
A 5336 + 2405 32+ 102 59633096 | 2851173 50+ 86
B 5479+ 1124 0+0 9366 + 6037 111117 39+ 67
A 5506 + 2624 20452 7769 + 6038 199 + 203 170 + 236
B 5417 + 1408 85+74 103325187 | 160 + 138 473 + 469
A " 7584 2952 1424309 | 791313644 | 402 +398 307 375
B 6169 + 2089 77+ 133 8698 + 4490 | 2384209 419+ 141
A 5247+ 2773 51+85 5810+ 1750 | 427 +£334 442 + 460
B 2803 + 1396 00 6521 + 4442 174+ 85 204 +£210
A 4939 + 3373 40 £93 8259+ 2086 | 859+ 1038 4T3+ 776
B 4995 £ 420 0t0 8643 +4064 | 3221297 422+ 220
A 4699 + 1144 21+46 6809 + 1810 166 + 160 328 +227
B 4658 + 975 00 11690 + 1565 95+ 135 455 + 436
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Anexo

Tabla X

Valores promedios de las férmulas leucocitarias (pl) para el lote A2
(reinoculado), el lote B1 (primoinoculado) y el lote B2 (testigo) durante la

segunda fase del experimento.

7 -
N Mi t 0S|
wfsegmentados, | bastonados i 1
A2 4872 + 1011 57+127 6643 +2030 | 248+ 180 91 + 103
Bl 4733 + 1866 63 £55 9198 +£6730 | 108 £121 131 £159
B2 7345+1780 010 734414252 128+101 4531315
A2 6454 + 1422 129 + 167 | 3545+ 1442 183 +238 348 + 185
Bl 7833 +£2990 50 + 86 4776 £1014| 911158 183 +234
B2 7440+2780 00 704145221 1470480 39168
A2 6806 + 2157 26 +58 3198 + 1588 | 148 £ 188 482 +434
Bl 9662 + 1840 1722174 | 7296 £4922| 244 +93 1259 + 348
B2 60011231 010 841843636 80+139 201+185
A2 5571 +£991 , 49 +68 4940 +£ 1379 | 2851236 1454 + 506
B1 5888 + 1745 161 +146 (8582 +3588| 298+ 119 1172 + 899
B2 7980+1819 010 835344634 111£117 178£156
A2 4874 + 1567 27 £60 4910 +£1263§ 164 +£100 1346 £ 651
Bl 10789 + 5298 0+0 6999 + 5107 | 446 +214 300 +£520
B2 5479+1124 39467 9366+6038 1604139 39468
A2 3551 £1098 30146 4064 +1426 | 911126 544 + 629
Bl 5719 + 3867 102+ 127 |[7385+5018 289+74 822 + 509
B2 541741408 85+74 1033245187 | 2384209 4731469
A2 4582+ 1123 58 £ 131 4671 £ 1920 65199 484 +230
Bl 8597 +£ 2058 00 8845+2104 | 205+233 | 1219+ 1257
B2 616912089 77£133 8698+4490 2384209 419+141
A2 5347 + 1358 87 +87 5624+ 1702 367 +83 135 £127
Bl 5251 + 1740 010 7941 +£3998 | 471+ 548 503 £ 517
B2 5635+1931 010 1022145320 | 3154218 6851315
A2 5010 + 1205 0+0  15231+1830| 85+320 | 204+130
Bl 6213 £ 1932 040 8314 £2222 1 483 +444 212+98
B2 6035+1248 00 945143321 131148 60514235
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