Articulos cientificos

Ensayo de inmunizacion con
thiol-proteinasas de vermes

adultos de Haemonchus

contortus en ganado caprino

Hernandez, Y.; Quesada, J.; Ortega, L.; Martin, S.; Ruiz, A.; Gonzalez, J. F. & Molina, J. M.*
Unidad de Parasitologia. Facultad de Veterinaria. Universidad de Las Palmas de G.C.

RESUMEN: Las cisteina-proteinasas de Haemonchus contortus, debido a su funcidn critica evidente en la fisio-
logia del verme, se consideran candidatos importantes en el control inmunoldgico de la haemonchosis en oveja.
Sin embargo, existe una informacion limitada o parcial de las propiedades inmunoprotectoras de dichas molé-
culas en ganado caprino. En el presente estudio evaluamos la proteccion conferida por cisteina (tiol)-proteina-
sas aisladas de vermes adultos de este parasito, enriquecidas por cromatografia de afinidad. La inmunoprotec-
cion quedod reflejada en una reduccion significativa del 73,3% (p=0.019) del recuento fecal de huevos en el lote
inmunizado con respecto al lote testigo, y en una reduccion de vermes que oscilé entre el 53,2% vy el 65, 6 %.

Introduccién

Los nematodos gastrointestinales
son responsables de importantes pér-
didas econdmicas en el sector gana-
dero. En el ganado caprino en parti-
cular, las parasitosis producidas por
estos nematodos se consideran como
una de las infecciones mas extendidas
e importantes mundialmente (24).
Entre los distintos nematodos que
afectan al tracto gastrointestinal del
ganado caprino, Haemonchus contor-
tus destaca por su amplia distribucion
y por su elevada patogenicidad. Entre
los efectos patogenos que produce
destacan la anemia, hipoproteinemia
y retraso en el crecimiento, pudiendo
llegar a provocar la muerte en anima-
les jovenes fuertemente parasitados.
Tradicionalmente las parasitosis han
sido controladas por medio de trata-
mientos con antihelminticos. Sin
embargo, la persistencia de residuos
farmacologicos en productos anima-
les y el desarrollo de resistencia a los
mismos (6) han estimulado la bus-
queda de otras estrategias de control
(2). Una de las alternativas que se ha
planteado ha sido la induccion de res-

puestas inmunes protectoras mediante
la inmunizacién con antigenos parasi-
tarios tanto en ganado ovino como (1,
7, 13, 25, 33, 34, 36) como bovino
(10,11).

Uno de los antigenos parasitarios
que ha despertado interés como inmu-
ndgeno protector son las enzimas tiol-
proteinasas, por considerarse decisivas
para el ciclo de vida de muchos nema-
todos y trematodos. La capacidad de
estas enzimas para degradar proteinas
como la hemoglobina sugiere que des-
arrollan funciones vitales relacionadas
con la nutriciéon de algunos parasitos
hematofagos (8, 16, 18, 27). A estas
importantes funciones se afade su
abundancia, como revela el analisis de
los productos excretados/secretados o
del ADNc que codifica estas enzimas
—especialmente a nivel intestinal- en
nematodos hematdfagos como H. con-
tortus (15).

En esta linea de investigacion, se
realizaron ensayos previos en nuestro
laboratorio cuyos resultados apun-
tan la posibilidad de utilizar en
ganado caprino estas enzimas proteo-
liticas como inmunogenos frente a H.
contortus. En ese primer ensayo, la
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inmunizacién con tiol-proteinasas
procedentes de vermes adultos fueron
capaces de proteger de forma signifi-
cativa frente a una infecciéon experi-
mental con este parasito, determinando
una reduccion en el nimero de ver-
mes que alcanzan el estado adulto, y
la consiguiente disminucion en la eli-
minacion de huevos fecales, fuente
de contagio para los animales suscep-
tibles (29).

A pesar de estos resultados prome-
tedores, es necesario profundizar en
distintos aspectos para tratar de mejo-
rar el grado de proteccion inducido.
Asi, por ejemplo, seria necesario
determinar cuéles de las mas de 50
proteinasas con actividad tiol son res-
ponsables de esta proteccion (15, 31),
asi como los mecanismos inmunologi-
cos involucrados en dicha proteccion,
o los estadios evolutivos del parasito
afectados por estas respuestas.

En esta linea, en el presente traba-
jo se trata de confirmar el efecto
inmunoprotector de estas enzimas
proteoliticas obtenido en ensayos pre-
vios, a la vez que analizar de forma
preliminar algunos de los mecanis-
mos que podrian estar involucrados
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en estas respuestas, atendiendo al
estado evolutivo del parasito frente al
cual se desarrollan, asi como el efec-
to de la inmunizacioén sobre algunos
parametros biopatolégicos relaciona-
dos con la actividad patogena del
parasito (valor hematocrito y concen-
tracion de proteinas plasmaticas).

Material y métodos

1. Obtencion de L3 de Haemonchus
contortus:

La cepa de Haemonchus contortus
utilizada en este estudio se obtuvo a
partir de animales infectados de forma
natural y sacrificados en el Matadero
Insular de Gran Canaria. Las hembras
adultas de este nematodo, se macera-
ron y se incubaron con una mezcla de
heces y turba estériles durante 10 dias
a 22 °C. A partir de los huevos intrau-
terinos, se desarrollaron L3 del parasi-
to que se aislaron tras el coprocultivo
mediante el método de Baermann (9,
22). Estas L3 sirvieron para la inocula-
cion experimental via intraruminal de
animales donantes, que una vez repro-
ducido el ciclo del parasito sirvieron,
bien para la obtencién de un mayor
numero de L3, o para la obtencion de
vermes adultos tras el sacrificio de
dichos animales donantes.

2. Obtencion de tiol-proteinasas de
vermes adultos de Haemonchus
contortus

El aislamiento de estas enzimas
se llevo a cabo mediante un procedi-
miento de cromatografia liquida de
alta resolucion (FPLC), utilizando
como absorbente columnas de Thiol-
Sepharosa y siguiendo el protocolo
propuesto por Knox et al. (1999)
(19,20), con ligeras modificaciones
(28). La actividad proteolitica de la
mezcla eluida fue determinada poste-
riormente mediante espectrofotome-
tria, utilizando una solucion de azo-
caseina (83,3 mg/ml) como sustrato a
distintos pH (17). La incubacion con
el inhibidor enzimatico E64 0,2 mM,
permitio finalmente constatar su

naturaleza cisteina-proteinasa. La
concentracion proteica de la mezcla
se determind mediante el método
colorimétrico de Bradford (4), proce-
diéndose a su conservacion a -20° C.

3. Diseiio experimental

A fin de determinar el efecto de la
inmunizacion sobre los estadios inma-
duros (periodo prepatente) y adultos del
parasito (periodo patente), el estudio se
ha estructurado en dos experimentos:

+ Experimento 1: En el que los ani-
males de experimentacion fueron
sacrificados a las 4 semanas del des-
afio con L3 del parasito, después de
que fueran inmunizados con las
enzimas cisteina-proteinasas.

» Experimento 2: En el que se siguio
un procedimiento similar, pero en
esta ocasion los animales de ex-
perimentacion fueron sacrificados
a las 8 semanas del desafio.

En ambos experimentos se consi-
deraron dos grupos de animales: Lote
inmunizado (Lote [; n=6) y Lote testi-
go de la inmunizacion (Lote T; n=6).

Los animales del lote I se some-
tieron a un protocolo de inmuniza-
cioén de 5 semanas con dosis crecien-
tes de enzimas tiol-proteinasas de H.
contortus, mientras que los incluidos

en el lote T, recibieron solamente
adyuvante. Una vez finalizados dichos
protocolos (inmunizacién o adyuvan-
te), todos los animales de los lotes Iy
T, se sometieron a un desafio con L3
del parasito, siendo finalmente sacri-
ficados todos a las 4 semanas (Expe-
rimento 1) o las 8 semanas (Experi-
mento 2) del estudio (Fig. 1).

3.1 Animales

En cada uno de estos experimen-
tos se utilizaron cabras de raza
Majorera que fueron adquiridas en
una explotacion del Sur de Gran
Canaria, y mantenidas en condiciones
libres de nematodos hasta que conta-
ron con 9 meses de edad, momento en
el que se inicid cada experimento.

3.2 Protocolo de inmunizacion

Los animales de los lotes inmuniza-
dos se inmunizaron semanalmente
durante cinco semanas consecutivas.
Estas inmunizaciones se hicieron por
via intramuscular. La primera inocula-
cion (semana 1) se llevo a cabo con 50
pg del antigeno en adyuvante completo
de Freund, mientras que las cuatro res-
tantes (semanas 2, 3, 4y 5) se realizaron
con dosis crecientes de dicho antigeno

Inmunizacién enzimas tiol-
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(75, 100,100 y 400 pg respectivamen-
te), utilizandose en este caso como
vehiculo del antigeno, adyuvante
incompleto de Freund (3, 28) (Fig. 1).

3.3 Desafio

Dos semanas después de finalizar
el protocolo de inmunizacion, los ani-
males de los lotes I y T de ambos
experimentos se inocularon por via
intrarruminal con 7.000 L3 infectan-
tes de H. contortus de una cepa del
parasito aislada segiin quedd recogi-
do en el punto 1 de este apartado de
Material y Métodos (Fig. 1).

3.4 Recogida de muestras
3.4.1 Muestras sanguineas

Durante todo el periodo experi-
mental se extrajeron, con una fre-
cuencia semanal, muestras de sangre
de todos los animales investigados.
Dichas muestras fueron utilizadas
para analizar los dos parametros
hematologicos considerados (valor
hematocrito y concentracion de pro-
teinas plasmaticas) siguiendo proce-
dimientos estandar.

3.4.2 Muestras fecales

A partir de la tercera semana des-
pués del desafio, se recogieron dos
muestras fecales semanales de todos
los animales infectados experimen-
talmente. Dichas muestras se toma-
ron directamente del recto y fueron
utilizadas tanto para la realizacion de
estudios coprologicos cualitativos
como cuantitativos (5, 22, 36).

3.5 Sacrificio

Como se indicod previamente, se
llevo a cabo a las 4 (Experimento 1) o
8 (Experimento 2) semanas después
del desafio. En este momento se reco-
gi6 el abomaso de los animales inves-
tigados, procesandose siguiendo dis-
tintos protocolos en funciéon de los
analisis realizados posteriormente. El

organo fue abierto y se lavo para
determinar el nimero de vermes adul-
tos. Asi mismo, se llevaron a cabo ras-
pados de la mucosa para determinar el
nimero de formas inmaduras.

3.5.1. Recuentos de vermes adultos

Tras abrir los abomasos a lo largo
de su curvatura mayor, se realizod el
lavado con agua destilada de la cara
interna del mismo, tratando de reco-
ger todo el material adherido. Tras
medir el volumen total recogido en
cada caso, se tomaron alicuotas de
200 ml a las que se adicion6 formal-
dehido hasta conseguir una concentra-
cion final del 10 % (v/v). Sobre dichas
alicuotas se determiné el niimero total
de vermes (machos y hembras).

3.5.2. Recuentos de vermes inmaduros

Se 1llevo a cabo sobre raspados de
mucosa gastrica de la region del fun-
dus de los animales inoculados. Estas
muestras se sometieron a una diges-
tién péptica (a base de pepsina, HCL
y NaCL) a 37°C en agitacion durante
15-30 minutos). Finalmente, se frend la
reaccion mediante la adicion de formal-
dehido hasta alcanzar una concentra-
cion final del 5% (v/v), conservandose

la mezcla a 4 °C hasta su posterior
examen microscopico (modificado de
MAFF, 1989) (22).

3.6. Analisis estadisticos

Para el analisis estadistico de los
datos se utilizo el paquete informatico
PAWS version 18.0. Se utilizo el test
U de Mann-Whitney para contrastar
los valores medios de vermes observa-
dos en cada lote. Por su parte, los
muestreos seriados (recuentos fecales,
valor hematocrito y concentracién de
proteinas plasmaticas), se analizaron
mediante el modelo general lineal para
muestras repetidas. Las diferencias se
consideraron significativas cuando el
valor p fue menor o igual a 0,05.

Resultados
1. Resultados parasitologicos
1.1. Recuento de vermes adultos
1.1.1 Experimento 1

Los recuentos de vermes tanto de
los animales sacrificados al final del
periodo prepatente, tanto los inmuniza-

dos como los utilizados como testigos,
se encuentran recogidos en la figura 2.

Figura 2. Numero medio de vermes totales (+ ES) y diferenciados por sexo en los
lotes de animales inmunizados y controles sacrificados a las 4 semanas del de-

safio (Experimento 1).
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En dicha figura se puede apreciar que,
mientras que valor medio total de ver-
mes recogidos en los animales que se
sometieron al protocolo de inmuniza-
cion antes del desafio fue de 476,0 +
96 (IC 95% 280-744), este mismo
parametro en el grupo testigo presentd
un valor medio de 1018 + 287 vermes
(IC 95 % 220-1816). La reduccion
total de vermes que podriamos atribuir
por tanto a la inmunizacion en este
caso seria del 53,2 %.

A la hora de valorar la reduccion
en funcion del sexo, ésta afectd de
forma mds importante a los machos
(% reduccion=59,2 %), al observarse
unos recuentos medios de 172 + 35
(IC 95 % 68-277) y 423 + 114 (IC 95
% 105-740). Por su parte la reduccion
del nimero de hembras fue del 49,0
%, con valores medios que oscilaron
entre 304 = 60 (IC 95 % 136-471) y
595+ 174 (IC 95 % 113-1078) en ani-
males inmunizados y testigo respecti-
vamente. Ambas reducciones no fue-
ron estadisticamente significativas.

1.1.2 Experimento 2

Se observd un porcentaje de
reduccion en los animales inmuniza-
dos con respecto a los testigos, supe-
riores a los obtenidos en el experi-

mento anterior. De este modo, la
reduccion en el numero total de ver-
mes fue del 65,6 %, mientras que en el
nimero de machos y hembras fue del
65,1 % y el 65,9 % respectivamente,
no observandose significacion en nin-
guna de las reducciones. Los datos
pormenorizados de este apartado se
encuentran recogidos en la figura 3.
En esta ocasion, los valores medios de
vermes totales en los animales inmu-
nizados fue de 392 + 156 (IC 95 %
0,0-794). Por su parte, estos recuentos
totales alcanzaron un valor medio en
los animales testigos de 1.140 + 370
(IC 95 % 189-2090) vermes.

En relacion con los datos obser-
vados en los recuentos de vermes
diferenciados por sexo, los datos
referidos a machos presentaron unos
valores medios de 157 + 77 (IC 95 %
0-354) y 450 + 164 (IC 95 % 29-872)
vermes en inmunizados y testigos
respectivamente, mientras que dichos
datos para las hembras fueron de 235
+ 82 (IC 95 % 23-447) y 689 + 210
(IC 95 % 150-1228).

1.2 Recuento de larvas en mucosa
No se encontraron larvas (formas

inmaduras) en ninguno de los anima-
les de los experimentos realizados.

Figura 3. Numero medio de vermes totales (+ ES) y diferenciados por sexo en los
lotes de animales inmunizados y controles sacrificados a las 8 semanas del de-

safio (Experimento 2).
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1.3 Recuentos coprologicos
1.3.1 Experimento 1

Dado que los animales incluidos
en este experimento fueron sacrifica-
dos coincidiendo con el periodo pre-
patente, no se disponen de datos
correspondientes a este parametro.

1.3.2 Experimento 2

Los resultados observados en este
apartado se encuentran recogidos en
la figura 4. En dicha figura se han
representado los recuentos fecales
acumulados tanto del lote inmuniza-
do como del lote testigo a lo largo del
estudio. En dicha figura, se puede
apreciar que el periodo prepatente fue
de 4 semanas en ambos lotes, cons-
tandose una reduccion general del
numero de huevos fecales al final del
estudio del 73,3 % en el grupo de ani-
males inmunizados en relacion con
los observados en el lote testigo. Si
prestamos atencion a los recuentos
fecales de los diferentes grupos de
animales por semana, podemos apre-
ciar diferencias significativas entre
ambos a partir de la semana 11, hasta
la Gltima semana del experimento, a
excepcion de una de las muestras
recogidas de la semana 15.

2. Resltados hematologicos
2.1. Evolucion del valor hematocrito
2.1.1 Experimento 1

Los datos respecto a la evolucion
del hematocrito (valor medio + ES)
se encuentran recogidos en la figura
5. En dicha figura podemos apreciar
los valores medios de los lotes de ani-
males inmunizados y los testigos
sacrificados a las 4 semanas del des-
afio. Como muestra dicha figura, el
valor medio del lote vacunado fue de
29.6% =+ 0.0081 (IC 95% 0.273-
0.313) y del grupo testigo 30% =+
0.0089 (IC 95% 0.281-0.32). Si bien
dicho valor medio fue algo mas ele-
vado en el grupo inmunizado, no se
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observaron diferencias significativas
entre ambos grupos.

2.2.2 Experimento 2

De igual forma, el hematocrito
fue ligeramente mas elevado en el
grupo inmunizado, sin que llegaran a
detectarse diferencias significativas
entre ambos grupos. Asi el valor
medio para los animales vacunados
fue del 33% £ 0.0058 (IC 95% 0.315-
0.339) y la de los testigos de un 30%
+ 0.0065 (IC 95% 0.287-0.314). Los
datos de dicho pardmetro quedan
representados en la figura 6.

2.2. Evolucion de los niveles de pro-
teinas séricas

2.2.1 Experimento 1

Los datos referidos a este parame-
tro se encuentran representados en la
figura 7, observandose el recuento de
proteinas plasmaticas séricas semana-
les (valor medio + ES) en los lotes de
animales inmunizados y los testigos
sacrificados a las 4 semanas del desafio.
La media del grupo vacunado fue de
7,308 g/dl + 0.0718 (IC 95% 7.14-
7.47) y la de los testigos de 6,814 g/dl
+ 0.0991 (IC 95% 6.59-7.04), no
observandose diferencias significati-
vas entre ambos grupos, comparando
los datos generales de todo el estudio
con respecto a este parametro.

Si atendemos a los datos por sema-
na, nos encontramos con diferencias
significativas entre ambos grupos en la
semana 8" en los animales vacunados
de 7.72 £ 0.205 g/dl (IC 95% 7.247-
8.193) y en los animales testigos de
7.04 + 0.205 g/dl (IC 95% 6.567-
7.513), y en la semana 10? en los ani-
males vacunados de 6.960 = 0.170 g/dl
(IC 95% 6.569 - 7.351), mientras que
en los testigos fue de 6,000 + 0.170
g/dl (IC 95% 5.609- 6.391).

2.2.2 Experimento 2
Tras el estudio de los valores

medios de la proteinas plasmaticas en
sangre, se observo una gran diferencia

inicial entre ambos lotes, inmuniza-
dos y testigos por lo que llevamos a
cabo un ajuste teniendo en cuenta
esas diferencias iniciales mediante
del valor medio de los datos antes de
iniciar la experiencia. La representa-
cion de la evolucion de este parame-
tro una vez ajustado en el curso del
experimento se encuentra recogida en
la figura 8. En dicha grafica podemos
apreciar que, si bien el valor medio

general fue mas elevado en el grupo
inmunizado, no se encontraron dife-
rencias significativas, con valores
medios de 7.082 g/dl = 0.071 (IC
95% 6.929-7.235) el lote inmunizado
y 6.258 + 0.062 (IC 95% 6.124-
6.390) para el lotes testigo.

Al analizar semanalmente este
parametro, se pudo constatar unos
valores medios significativamente
mas elevados en el grupo inmunizado

60000 7
50000 —8— Grupo testigo
40000
30000 -

20000

10000

RECUENTOS FECALES MEDIOS
(Experimento 2)

—O— Grupo inmunizado

11A 11B 12A 12B 13A 13B 14A 14B 15A 15B

SEM

EVOLUCION HTO
(Experimento 1)

—@— Grupo testigo
] —O— Grupo inmunizado
39%
34% —
29% -
24%
19%

18 « REVISTA CANARIA DE LAS CIENCIAS VETERINARIAS - Nimeros 6 y 7




a partir de la semana trece hasta el
final del estudio.

Discusion

El desarrollo de las investigacio-
nes relacionadas con la proteccion
mediante antigenos naturales se ha
visto afectado por diversos factores;
por un lado destaca la gran variabili-
dad antigénica que presentan los

nematodos en las diferentes etapas de
su ciclo biologico (en su estadio
inmaduro y adulto). Estas diferencias
también se ponen de manifiesto entre
distintas especies parasitas, incluso
entre distintas cepas de cada una de
ellas, lo que dificulta el desarrollo de
vacunas a nivel comercial. A esta cir-
cunstancia, se afiade la diversidad
genética del hospedador, lo que con-
diciona que los animales inmunizados
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experimenten diferentes respuestas
inmunologicas a las parasitosis (entre
las diferentes razas e inclusos entre
individuos dentro de la misma raza)
(35,38). Ante estas circunstancias, el
presente estudio ha tratando de ade-
cuar algunos de estos factores a nues-
tro entorno. De modo, en el presente
trabajo se muestran los resultados
obtenidos sobre cabras majoreras y
utilizando como desafio a las inmuni-
zaciones una cepa de H. contortus
procedente de animales de Gran
Canaria infectados de forma natural
por este parasito,

A tenor de los resultados obteni-
dos en el presente estudio, la inmuni-
zacion con fracciones enriquecidas de
cisteina-proteinasas aislada a partir
de vermes adultos de Haemonchus
contortus segln el protocolo propues-
to, confiere una inmunoproteccion
parcial en cabras, que queda reflejada
mediante una reduccion significativa
de los recuentos fecales de huevos
(73.3%) en el lote inmunizado con
respecto al lote testigo, y una reduc-
cion de 53.2% (Experimento 1-ani-
males sacrificados a las 4 semanas
p.i-) y del 65.6% (Experimento 2-ani-
males sacrificados a las 8 semanas
p-i.-) en el nimero total de vermes
recogidos en el abomaso, confirman-
do con ello los resultados obtenidos
previamente en nuestro laboratorio
utilizando un protocolo similar (29).

Si comparamos los resultados de
nuestro estudio con los obtenidos pre-
viamente (29) podemos apreciar que
la reduccion en cuanto al nimero de
huevos fecales fue algo menor
(73,3% frente al 82,35 % obtenido
previamente). Esta diferencia puede
ser debida a varios factores como la
cepa del verme inoculada que, si bien
fue obtenida en Gran Canaria en
ambos casos, no fue exactamente la
misma. Asi mismo, el tiempo transcu-
rrido entre la inoculacion y sacrificio
fueron diferentes, ya que oscilaron
entre las 15 semanas post inoculacion
y las 8 semanas (en este trabajo),
hecho que también podria interferir
en los resultados parasitologicos
observados.
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Atendiendo al niimero de vermes
aislados del abomaso, observamos
resultados similares a los del ensayo
previo, con valores 67,5% (29) y un
65,6% en el Exp.2 de nuestro estudio.
Sin embargo en el grupo de animales
sacrificados a las 4 semanas p.i., la
reduccion del nimero de vermes fue
algo menor (53,2%), lo que parece indi-
car que estas inmunizaciones determi-
nan una dinamica protectora distinta
sobre estadios inmaduros y adultos.

Nuestros resultados contrastan
con los obtenidos en ensayos simila-
res en ganado ovino (21), en los que
no llegd a constatarse ninguna protec-
cion, aun utilizando el mismo extrac-
to antigénico. Al comparar ambos
estudios, ademas de las posibles dife-
rencias que pudieran establecerse
entre dos hospedadores distintos
(ovejas de la raza Greyface/Suffolk
frente a cabras Majoreras), destacan
otros factores como la utilizacion de
distintos protocolos de inmunizacion
(12, 26), asi como el desafio con dos
cepas distintas del  parésito.
Finalmente cabria destacar la diferen-
cia de edad de los lotes experimenta-
les utilizados en ambos estudios. Asi,
en el estudio antes referido en ovino,
los animales fueron inmunizados con
3 meses de edad, mientras que en

1.2 4

0.2

-0.3

-0.8

nuestro estudio, dichas inmunizacio-
nes tuvieron lugar en animales de 9
meses. Esta diferencia podria expli-
car un grado menor de respuesta a la
inmunizacion, y por consiguiente un
menor grado de proteccion, que por
otro lado también se ha observado en
ensayos realizados en ovino en el que
se tuvo en cuenta el factor edad (39).

Si atendemos a los resultados
obtenidos en otros estudios de inmu-
noproteccion utilizando diferentes
protocolos o antigenos, podemos
comprobar que los niveles de inmu-
noproteccion observados en nuestro
trabajo fueron similares a los obteni-
dos en ovino utilizando productos de
excrecion/secrecion con actividad
proteolitica (30), donde se llegd a
determinar una reduccion del 82,2%
en el numero total de vermes, asi
como de un 72,9% en el numero de
huevos por gramos de
Resultados similares se han obtenido

heces.

mediante la inmunizacién con enzi-
mas (de distinta naturaleza) o glico-
proteinas (H11) asociadas a membra-
na procedentes del intestino de ver-
mes adultos (13, 21, 25, 32).
Podriamos, por tanto, concluir que
los resultados obtenidos en este traba-
jo proporcionan pruebas evidentes de
la capacidad inmunoprotectora de

Figura 8. Recuento de proteinas plasmaticas séricas semanales (valor medio- la
media de los valores iniciales antes de la inoculacion + ES) en los lotes de animales
inmunizados y los testigos sacrificados a las 8 semanas del desafio (Experimento 2).

PROTEINAS PLASMATICAS
(Experimento 2)

—@— Grupo testigo
—O— Grupo inmunizado

SEM

127345 677 g 910" 11" 12"13" 14" 15

extractos enriquecidos en cisteina-
proteinasas de vermes adultos en
ganado caprino frente a H. contortus,
tanto frente a estadios inmaduros
(Experimento 1) como a adultos del
parasito (Experimento 2), demostran-
dose ademas que el nivel de protec-
cion conferido por estos extractos,
también se refleja en los parametros
biopatologicos  estudiados,
hematocrito y concentracion de prote-
inas plasmaticas, indicadores ambos
de la anemia inducida por el parasito.
Asi, se observo un ligero aumento en
el valor del hematocrito en el lote
inmunizado respecto al lote testigo, si
bien, sin alcanzar significacion esta-
distica, en lo que sin duda contribuy6
de forma importante la gran variabili-
dad individual observada en este para-
metro. La proteccion conferida por la
inmunizacion si quedd reflejada de
forma mas clara al analizar el otro

valor

marcador de anemia hemorragica aso-
ciada a la actividad del parasito que
estudiamos en este trabajo —proteinas
plasmaticas—(23), que si mostr6 valo-
res significativamente mas elevados
en el grupo inmunizado en algunas de
las semanas posteriores al desafio en
ambos experimentos, y por tanto
durante el desarrollo de las formas
inmaduras y maduras del parasito.

Todos estos resultados sugieren la
posibilidad de utilizar en un futuro
este tipo de inmunodgenos en ganado
caprino frente a H. contortus, aunque
son aun necesarios mas estudios que
profundicen en aspectos que permitan
identificar los componentes de estos
extractos responsables de la protec-
ciéon observada, asi como de los
mecanismos inmunologicos involu-
crados, de modo que pudieran incre-
mentarse atin mas los beneficios pro-
porcionados por la inmunizacion, o
su posible uso comercial.
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