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Resumen. Introduccion: los ratones BALB/c//BIOULA son usados en experimentos en los que se estudian parasitos de las especies Lehisma-
nia mexicana, determinando concentraciones de IgG. En estudios previos, se determiné que los ratones parasitados con Syphacia obvelata
presentan altas titulaciones de IgG. El objetivo del trabajo fue determinar si existe sinergismo en la respuesta inmunolégica de ratones
BALB/C//BIOULA con parasitosis combinada. Materiales y métodos: los animales se distribuyeron como Grupo A, sin pardsitos; Grupo
B, parasitados con Syphacia obvelata; Grupo c, con Leishmania mexicana y Grupo D, con parasitosis combinada. Durante dos meses se
realizaron curvas de crecimiento, diagnostico coproparasitolégico, valoracion hematolégica y titulacion de anticuerpos mediante ELISA.
Resultados: en las curvas de crecimiento, se observé que los ratones con parasitosis combinadas presentaron la menor ganancia de peso y
de talla, y la mayor cantidad de huevos y parasitos adultos de Syphacia obvelata; en los parametros hematoldgicos, presentaron diferencias
estadisticamente significativas en los valores hallados, y al valorar la concentracién de IgG, se observé que la mayor cantidad de unidades
de IgG se presentaron igualmente para los sueros de los ratones con parasitosis combinadas. Conclusiones: los resultados de las curvas de
crecimiento, las pruebas hematoldgicas y la titulacion de IgG permitieron concluir que existe sinergismo en la respuesta de los ratones al
encontrarse parasitados con Syphacia obvelata y Leishmania mexicana. Esto puede conducir a resultados falsos positivos cuando el inves-

tigador experimente con Lehismania mexicana y los ratones se encuentren parasitados con Syphacia obvelata.

Palabras clave: animales de laboratorio, bioterio, parasitosis, sistema inmunoldgico.

Synergism in the Inmune Response of BALB/c
and BrouLA Mice with Combined Parasitism:
Syphacia obvelata and Mexican Leishmania

Abstract. Introduction: BALB/c//BIOULA mice are used in experiments
studying parasites of the Mexican Leishmania species, determining IgG
concentrations. Previous studies have shown that mice parasitized with
Syphacia obvelata present high titers of IgG. The aim of this study was
to determine if there is synergism in the immunological response of
BALB/C//BIOULA mice with combined parasitism. Materials and methods:
The animals were divided into four groups: Group A, without parasites;
Group B, parasitized with Syphacia obvelata; Group c, with Mexican
Leishmania; and Group D, with combined parasitism. Over two months,
the mice were monitored using growth curves, coproparasitological di-
agnosis, and hematological and antibody titer evaluation through ELISA.
Results: The growth curves indicated that mice with combined parasitism
gained less weight and size, and possessed the highest quantity of Sypha-
cia obvelata eggs and adult parasites. Statistically significant differences
were found in the values of hematological parameters, and measurement
of IgG concentration also showed that the highest quantity of IgG units
occurred for sera of mice with combined parasitism. Conclusions: the
results of the growth curves, the hematological tests and the IgG titers
confirmed that there is a synergism in the response of rats parasitized
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with Syphacia obvelata and Mexican Leishmania. This may lead to false
positive results when researchers conduct experiments with Mexican
Leishmania on mice that are parasitized with Syphacia obvelata.

Keywords: laboratory animals, vivarium, parasitism, immunological
system

Sinergismo na resposta imune em ratos BALB/c//
BIOULA com parasitoses combinadas: Syphacia
obvelata e Leishmania mexicana

Resumo. Introdugdo: os ratos BALB/c//BIOULA sdo usados em experi-
mentos em que se estudam parasitas das espécies Leishmania mexica-
na, determinando concentragdes de IgG. Em estudos prévios deter-
minou-se que os ratos parasitados com Syphacia obvelata apresentam
altas titulagoes de IgG. O objetivo do trabalho foi determinar se existe
sinergismo na resposta imunoldgica de ratos BALB/c//BIOULA com
parasitose combinada. Materiais e métodos: os animais distribuem-se
como Grupo A, sem parasitas; Grupo B, parasitados com Syphacia ob-
velata; Grupo c, com Leishmania mexicana e Grupo D, com parasitose
combinada. Durante dois meses realizaram-se curvas de crescimento,
diagnostico coproparasitoldgico, valorizagao hematoldgica e titulagao
de anticorpos mediante ELISA. Resultados: nas curvas de crescimento
observou-se que os ratos com parasitoses combinadas apresentaram
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o menor ganho de peso e de tamanho; a maior quantidade de ovos
e parasitas adultos de Syphacia obvelata; nos pardmetros hematologi-
cos, apresentaram diferencas estatisticamente significativas nos valores
encontrados, e ao valorizar a concentragao de IgG, observou-se que a
maior quantidade de unidades de IgG apresentou-se igualmente para
os soros dos ratos com parasitoses combinadas. Conclusdes: os resulta-
dos das curvas de crescimento, as provas hematologicas e a titulagao de

Introduccion

El poliparasitismo es el fenémeno causado por parasitos
pertenecientes a distintas especies, que afectan al hospe-
dador en determinado momento; estos pueden ubicarse
0 no, en un mismo organo [1]. El poliparasitismo ex-
perimental permite estudiar el sinergismo que se puede
desarrollar en un organismo por la acciéon combinada de
su respuesta inmunoldgica hacia cada microorganismo.
Babu et al. [2] demostraron que la presencia de nemato-
dos disminuye la produccion de 1.-17 e 1.-23 involucra-
das en las respuestas de tipo Thl para contrarrestar los
antigenos de Mycobacterium, beneficiando la infeccion
de lepra tuberculoide. Pereira et al [3] informaron que la
presencia de helmintos en pacientes con lepra leproma-
tosa aumenta el riesgo de infeccion, debido a que la pre-
sencia de Mycobacterium leprae y helmintos desarrolla
una respuesta inmunoldgica de tipo Th2, lo que facilita
la infeccién de ambos.

Estos ejemplos implican evaluar este fendémeno
en animales de laboratorio, los cuales son usados en
investigaciones en las que se les infecta con parasitos
u otros microorganismos con la finalidad de valorar
posibles semejanzas con la etiologia en humanos, al
evaluar el proceso de la enfermedad y posibles trata-
mientos, y sin embargo, cuando estos son producidos
y mantenidos en condiciones convencionales pueden
ser portadores de pardsitos comunes a ellos, dando
paso al fendmeno de poliparasitismo.

En los ultimos afios, se han analizado las res-
puestas humorales y celulares en diferentes cepas de
ratones, las cuales difieren en la resistencia/susceptibi-
lidad frente a la infeccion experimental producida por
Leishmania, Stanley [4], en cepas de ratones BALB/c y
c57BL/6. En el caso de los ratones BALB/c —estos son
altamente susceptibles a L. major y L. mexicana—, la
infeccién produce lesiones nodulares que visceralizan,
con produccion de anticuerpos, pero sin el desarrollo
de una hipersensibilidad tardia [5]. Por el contrario,
los ratones c57BL/6 son resistentes a la infeccion por
L. major o L. mexicana y desarrollan lesiones pequenas
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IgG permitiram concluir que existe sinergismo na resposta dos ratos ao
encontrarem-se parasitados com Syphacia obvelata e Leishmania mexi-
cana. Isto pode conduzir a resultados falsos positivos quando o pesqui-
sador experimente com Leishmania mexicana e os ratos encontram-se
parasitados com Syphacia obvelata.

Palavras-chave: animais de laboratorio, biotério, parasitoses, sistema
imunologico.

que se curan entre 10 y 12 semanas; son resistentes a
la reinfeccion y desarrollan respuestas inmunes humo-
ral y de hipersensibilidad tardia [6]. De acuerdo con
Preston y Dumonde [7], la mayoria de las otras cepas
de ratones usados como modelos experimentales son
intermedias en la susceptibilidad a este parasito.

Enlasinfecciones causadas por microorganismos,
incluimos las infecciones parasitarias intestinales, las
cuales son muy comunes en ratones que se crian en
bioterios convencionales, entre las que se encuentran
mas frecuentemente la parasitosis por Syphacia obve-
lata [8, 9]; y con respecto a las parasitosis tanto de
protozoos, helmintos y ectoparasitos que ocurren en
los bioterios, estas presentan una gran morbilidad y
en ocasiones mortalidad [10], por lo que es importan-
te el conocimiento de la influencia de las parasitosis
en la respuesta inmune frente a estos [11]. En el caso
de las infecciones causadas por pardasitos intestinales,
se ha demostrado en las parasitosis con Syphacia
obvelata, que estos producen IgG [12], que el ratén
BALB/c//BIOU manifiesta una mayor susceptibilidad
por la presencia del parasito y que los ratones de la
cepa C57BL/6//BIOU presentan resistencia [13].

Contar con animales con calidad microbioldgica
definida en las investigaciones biomédicas conlleva
resultados reproducibles y confiables en diferentes
investigaciones; sin embargo, realizar exploracién con
animales que no cuentan con una microflora conocida
y que a la vez esta pueda influir en la experimentacion,
porque afectan su respuesta inmunologica, puede lle-
var a falsos resultados [12].

Ciertos parametros como fisiologicos [14], zoo-
técnicos y hematoldgicos [15], y concentracion de
anticuerpos [12, 16, 17], se pueden emplear como
indicadores de los procesos de poliparasitismo.

El objetivo de este trabajo fue determinar la posible
sinergia en ratones BALB/c//BIOULA, a la infeccion de
parasitosis combinada: Syphacia obvelata y Leishmania
mexicana.
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Materiales y métodos

Se utilizaron 16 hembras gestantes de ratones BALB/c//
BIOULA, Y los grupos formados fueron de 4 hembras
gestadas por grupo, lo que conllevaria contar con una
poblacién de aproximadamente 32 animales una vez
nacidas las crias, de las cuales se extraeria una muestra
de n=10 hembras y n=10 machos, siendo la poblacién
total evaluada de n=20. Para esto se consider¢ la for-
mula N= ZPQ/E, donde N es el tamafo de la muestra
por usar, Z es el nivel de confianza de 95%, p es la pro-
babilidad de encontrar la variable (sinergismo) presen-
te en la muestra, Q es la probabilidad de no encontrar
sinergismo en la muestra, y E, el error de muestreo que
se estd dispuesto a aceptar en el estudio (5%). El cal-
culo se realiza considerando la variable que se quiere
estudiar que, en este caso, es el sinergismo; para dismi-
nuir el error del muestreo, se puede aumentar el nume-
ro de la muestra para evaluar, por lo que en este caso se
llevé el  final a usar a n=10, ademads de que se eligid
por muestreo aleatorio simple.

Las hembras fueron alojadas en grupos de cuatro,
cuando se encontraban a término (19 dias de gestacion),
en un “aislador” que mantiene una presion positiva 13
mm de H_ 0, previamente esterilizado, una temperatura
de 21 °C y una humedad relativa de 66%. Este aislador
se conserva en un macroambiente que proporciona 12
horasluz: 12 horas oscuridad. El alimento suministrado
es tratado en autoclave con 1 min/120 °C/21 atmosferas
de presion; la cama es autoclaveada a 10 min/120 °C/21
atmosfera de presion. Cada grupo de cuatro se trabajo
por separado, el aislador se limpiaba y desinfectaba
previo al alojamiento de cada grupo.

Luego del parto, se dejaron desarrollar las crias
y tras el destete, se seleccionaron 10 ratones hembras
y 10 ratones machos por grupo experimental: Grupo
A: control sin la presencia de parésitos; Grupo B: ino-
culados con Syphacia obvelata; Grupo c: inoculados
con Leishmania mexicana y Grupo D: inoculados con
Syphacia obvelata y Leishmania mexicana.

Para la realizacion del ensayo experimental, se
usé un total de 66 ratones: 16 hembras gravidas, de
las cuales se obtuvieron 40 machos y 40 hembras
(grupos experimentales), todos con aproximadamen-
te 2 meses de nacidos. Se usaron, ademas, 10 rato-
nes machos BALB/c//BIoULA de un mes de edad, los
cuales se alojaron en el area de experimentacion del
bioterio, y se mantuvieron sin esterilizar el encamado,
el alimento y el agua, y el cambio de cama se realizd
una vez por semana. De este grupo se obtuvieron los

parasitos Syphacia obvelata, y se usé para la obtencion
de los parasitos de Lehismania mexicana un hamster
BIOU dorado.

A los animales del Grupo control (sin parésitos),
primer grupo alojado en el aislador, a partir de la semana
de nacidos se les pesé y midi6 semanalmente, y se les
tomo muestra via retroorbital (200 pL), con la finalidad
de realizar un conteo de glébulos blancos, hematocrito y
recuento diferencial.

Alos animales del Grupo B (inoculados con Syphacia
obvelata) se les realizaron semanalmente los exdmenes
coproparasitologicos a partir de los 15 dias de nacidos,
mediante las técnicas de diagndstico de cinta adhesiva
(método de Graham) y de limpieza del drea perianal
con la utilizacién de hisopos humedecidos con solucién
fisiologica, hasta antes de ser infectados con huevos del
parasito intestinal Syphacia obvelata, para comprobar la
ausencia del parasito.

A los animales del Grupo c (inoculados con Leis-
hmania mexicana), se inocularon a la sexta semana de
edad via intrapodal, con una cantidad de 1 x 10° paré-
sitos extraidos de una lesiéon en un hdmster. Previo a la
inoculacion se examinaron los ratones usando las téc-
nicas descritas: método de Graham e hisopo humedo,
para corroborar que estos estaban libres de parasitos
(Syphacia obvelata).

Los ratones alojados en los aisladores desde el des-
tetehastalos 21 dias de nacidos del Grupo b (inoculados
con Syphacia obvelata mas Leishmania mexicana), una
vez diagnosticados libres de parasitos se infectaron con
Syphacia obvelata. Luego de 21 dias mas, se inocularon
con los parasitos de Leishmania mexicana. Este tiempo
de inoculacidn se encuentra relacionado con los ciclos
evolutivos de ambos parasitos. La obtencion y la ino-
culacion de los parasitos se llevaron a cabo usando las
técnicas previamente descritas.

Para parasitar a los ratones con Syphacia obvelata,
se aislaron los huevos del grupo de ratones BALB/c//
BIOULA [13], alojados en el drea experimental del Bio-
terio de la Universidad de Los Andes, y preparados
para lograr la parasitacion de estos. Se realizé sema-
nalmente el diagndstico de la presencia del parasito
mediante el método de Graham. Una vez observados
los huevos, fueron recuperados de los ratones infec-
tados mediante la técnica del hisopo humedo, la cual
consistid en frotar la regidn perianal de los animales
con un hisopo humedecido con solucién fisioldgica,
luego se mezcl6 en un portaobjeto con una gota grue-
sa (200 pL) de la misma solucion. La muestra obtenida
se observo al microscopio recorriendo toda la gota, se
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contaron los huevos, se tomd luego la gota con una
jeringa de 1 cc, y se colocaron via intragéstrica a los
ratones, mediante sonda gastrica. El numero total de
huevos administrados fue de 10 huevos por ratén.

Evaluacién de parametros fisioldgicos

Luego del destete, los ratones fueron pesados y medidos
semanalmente, las medidas se realizaron durante un pe-
riodo de seis semanas; para esto se utilizé una balanza
marca SF-400 con una precisiéon de 1 g y una regla de
medicién comun.

Evaluacién de parametros hematoldgicos

Se tomaron muestras de sangre via retroorbital (200 pL)
para evaluar los parametros hematoldgicos (cuenta
leucocitaria, hematocrito y recuento diferencial), pre-
vio a las inoculaciones de los parasitos. A los dos meses
de la posinoculacion, el sangrado se realiz6 mediante
via intracardiaca. Para la aplicacion de la técnica, se
anestesiaron los animales con Enfluorano (100%) [18],
en camara de anestesia; una vez comprobada la incons-
ciencia de los animales mediante la puncién podal, se
abrio cavidad toracica y se tomaron aproximadamente
2 mL de sangre, de los cuales a 1 mL se le colocd EDTA
para realizar la hematologia completa y a 1 mL no se
le colocé EDTA para evaluar concentracion de IgG me-
diante la técnica de inmunoensayo enzimdtica ELISA.
El hematocrito se realizé usando una microcentrifu-
ga (CriptSpin) durante 3 minutos a 3350 rpm. Para la
determinacion de la hemoglobina, se utilizd el estuche
HemogloWiener Estandar, siguiendo las instrucciones
del proveedor, las mediciones se realizaron a longitud
de onda de 546 nm, en un fotémetro marca Boehringer
Mannheim 4010. La cuenta de glébulos blancos se rea-
liz6 mediante camara de Neubauer y un microscopio
marca Leica, visualizando la muestra a 10x; por ulti-
mo, la cuenta diferencial se realizd6 mediante colora-
cion de frotis sanguineos con Giemsa 10% y contaje
con la ayuda del contador diferencial Microprocessor
PBE-8E.

Para el analisis inmunoldgico (prueba de ELIsA),
se obtuvo el antigeno de Syphacia obvelata. La masa de
parasitos se logré de los 10 ratones BALB//C//BIOULA
preparados para la obtencion del antigeno. Luego de
corroborada la presencia de pardsitos mediante las
técnicas de diagndstico antes senaladas, los animales
se anestesiaron y sacrificaron en una camara con-
tentiva de Enflurano; los parasitos se obtuvieron del
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colon y el ciego, colocandolos en una capsula de petri,
se realizé la extraccion de la materia fecal de dichos
organos mediante un palillo de madera. Las muestras
se colocaron en solucion salina y se observaron bajo la
lupa para visualizar y contar los parasitos adultos; se
recolectaron uno por uno con una aguja de jeringa, en
grupos de 60 a 80 pardsitos adultos. Posteriormente,
se colocaron en PBs con gentamicina (80mg/2 ml); se
realizaron lavados a la masa de parasitos con pBs hasta
obtener una masa limpia de bacterias y se guardaron
en el congelador a -40 °C en tubos eppendorf, hasta su
procesamiento.

Preparacion del antigeno

Los parasitos obtenidos anteriormente fueron descon-
gelados, luego se centrifugaron en una centrifuga refri-
gerada (marca Damon/1Ec, modelo opr 6000), a 2000
rpm/5 min. Se recolect6 el sedimento contentivo de los
pardsitos en un solo tubo. Los parasitos se resuspendie-
ron en 2 mL de pBs mas 2 pL de inhibidores de proteasas
para sonicar posteriormente la mezcla de parasitos en
un sonicador (Brason sonifer 150D), a una frecuencia de
7 hertz por 5 ciclos de 20 segundos, alternando con un
minuto de descanso en bafio de maria de hielo. Luego se
procedio a colocar una gota sobre la lamina de un por-
taobjeto para observar al microscopio el rompimiento
de los parasitos.

Se realizd la cuantificacion de las proteinas por el
método Bradford: utilizando una reacciéon colorimétri-
ca visible del colorante (Coomasie G-250) leida en un
espectrometro a una longitud de onda de 595 nm, de
acuerdo con el método de Bradford. Para obtener la
concentracion de proteinas presente en cada una de las
muestras, se dividio el valor de la absorbancia obtenido
de cada muestra entre 0,06 entre los microlitros utiliza-
dos de la muestra analizada.

Luego se obtuvieron los sueros positivos y negati-
vos, se anestesiaron y se sacrificaron los animales en una
camara con Euflurano para lograr la extraccion de san-
gre via intracardiaca. Un volumen de aproximadamente
1,0 ml se colocd en tubos eppendorf sin anticoagulante
EDTA para obtener suero, para el analisis inmunoldgico
de ELIsA. Finalmente, el tubo se centrifugd a 1500 rpm
por 5 minutos en una centrifuga marca FaNem, modelo
206, para separar el suero (200 pL). Estos se colocaron en
tubos eppendorf de 1,5 ml y se guardaron a 4 °C hasta su
posterior uso. De esta manera, se obtuvieron los sueros,
tanto en los animales parasitados (suero positivo) como
en los animales controles (sueros negativos).
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Para la preparacion del antigeno de Leishmania
mexicana, se siguieron las pautas de los procedi-
mientos expuestos, en la seccién de “Preparacion de
antigenos™ Los parasitos de Leishmania mexicana
fueron donados por el doctor Juan Luis Concepcion
de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Los
Andes, obtenidos de un hamster con seis semanas de
parasitosis.

En el ensayo inmunoenzimatico, se sensibilizaron
las placas de ELISA de poliestireno marca NUNCLON
Surface, fondo plano, con el extracto del antigeno
de Syphacia obvelata y Leishmania mexicana, a una
concentracién de 1 ug por pozo, diluido en 100 pL de
buffer de uniéon o buffer carbonato. Posteriormente,
las placas se incubaron por ocho horas a temperatura
ambiente, tapadas y protegidas para evitar evapora-
cién. Luego se realizaron tres lavados por 10 minutos
cada uno, con PBs mas Tween 20 (0,005%); después
de cada lavado, las placas se sacudian vigorosamente
sobre un papel absorbente; luego, fueron bloqueadas
con 200 pL/pozo con PBS mas caseina 2% y se incu-
baron por una hora, con el fin de bloquear los sitios
libres de proteinas en el plastico. Se realizaron poste-
riormente tres lavados con pBs mas Tween 20 (0,05%).
Los sueros se diluyeron en caseina 2% a temperatura
ambiente, colocando en cada pozo las siguientes dilu-
ciones: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800 en volumenes
de 100 uL por pozo; se incubaron por una hora a
temperatura ambiente, se realizaron tres lavados por
10 minutos cada uno, con PBS mas Tween 20 (0,05)
y luego se les colocd el conjugado IgG (Anti-Mouse
marca Sigma) peroxidasa en una dilucién 1:7500 con
PBS caseina 2% en volumenes de 100 pL por pozo. Se
dejé incubando por una hora, se volvieron a realizar
tres lavados con pBs mds Tween 20 (0,005), se pro-
cedid a realizar el revelado de la muestra con opD
(ortofenil-dietanolamina) al 0,2% con perdxido de
hidrégeno y buffer citrato, se incub6 protegido de la
luz por 15 minutos y luego se pard la reaccion con HCL
0,5My, finalmente, se procedié a realizar la lectura de
las muestras en el lector de ELISA, utilizando un filtro
de lectura de 450 nm.

Los resultados fueron analizados estadisticamente
mediante ANOVA, aplicando el test de Dunnett para la
realizaciéon de comparaciones multiples en los diferen-
tes grupos en estudio.

Este estudio conté con el aval del Comité de
Etica del Bioterio de la Universidad de Los Andes,
mediante el cdédigo ceBiou/22-12, aprobado en
mayo de 2012.

Resultados y discusion

Debido a que Falu et al. [19] demostraron que la cepa de
ratones BALB/c es mas susceptible a la infeccion por Leish-
mania en comparacion con las cepas de ratones c57BL/6;
y Barreto [13] afirma que la cepa de ratones BALB/c//BIOU
presenta mayor susceptibilidad a la infecciéon producida
por Syphacia obvelata con respecto a las cepas c57BL/6 y
NMR], se planted evaluar el sinergismo en la respuesta de
estos ratones ante la parasitosis combinada.

En relacion con el desarrollo de la parasitosis de
Syphacia obvelata, se observé (tabla 1) que tanto los
machos como las hembras del Grupo B (parasitados
solo con Syphacia obvelata) y b (parasitosis combina-
da) desarrollaron la parasitosis. La presencia de huevos
se percibié a partir de la cuarta semana, luego de la
infeccidn, encontrandose diferencias en la cantidad de
huevos entre ambos grupos.

Tabla 1. Cantidad de huevos y parésitos adultos encontrados en
los ratones del ensayo

Huevos® Adulto™
Grupo A hembras X X
machos X X
Grupo B hembras 51 37
machos 70 48
Grupo ¢ hembras X X
machos X X
Grupo D hembras 65 53
machos 85 70

“Técnica de Graham ** Muestra fecal

Fuente: elaboracion propia

La presencia tanto de huevos como del parasito
adulto, en relacion con el sexo de los ratones, es mayor
a la cantidad en machos que en hembras, lo que estd
reportado por otros autores. Hagel et al. [20] presen-
taron la existencia de una gran susceptibilidad y daios
en el hospedador por parte del parasito, dependiendo
de diferentes condiciones fisiologicas, entre las que se
pueden mencionar el peso, la edad, el sexo y el estado
inmunitario del hospedador. Estos antecedentes for-
talecen los resultados obtenidos en este estudio con
respecto a una mayor susceptibilidad de los ratones
machos al parasito Syphacia obvelata en los ratones
BALB/c//B10. Los ratones machos comparados con las
hembras tienden a ser infectados con mayor frecuencia
por el parésito, hecho que demuestra que la suscepti-
bilidad esta relacionada con el sexo del hospedador
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[21]. El presente estudio no puede demostrar la razén
de esta mayor ocurrencia en hembras; es posible que
ello guarde relacién con la fisiologia hormonal de las
hembras, la cual tiene influencia en otros parametros.
Los reportes encontrados sdlo mencionan este evento
sin ofrecer alguna explicacion, por lo que es importante
hacer una investigacion para determinar las variables
asociadas con esta situacion.

Se pudo observar, ademads, una mayor cantidad de
huevos y parasitos en los ratones que se encontraban
con la parasitosis Syphacia obvelata y Lehismania mexi-
cana, lo que indica que la presencia de ambos parasi-
tos en los animales llev al aumento de la parasitosis
intestinal, tanto para hembras como para los machos,
siendo mayor en estos ultimos.

Al evaluar el crecimiento en peso de los ratones
BALB/c//BIO para los tres grupos experimentales (B, C
y D), en comparacion con el crecimiento de los ratones
control sin parasitar, no se observaron diferencias esta-
disticamente significativas con un p>0,05; sin embargo,
a pesar de que la tendencia del crecimiento en el peso
de los ratones, tanto machos como hembras, fue de au-
mento continuo durante las seis semanas de evaluacion
paralos tres grupos experimentales, el grupo de ratones
con la parasitosis combinada presentd un crecimiento
inferior en los machos (figura 1).

25

20 & Parasitosis
combinada
—~ |15 bd- Syphacia obvelata
20
o . .
3 |10 Lelsr'lmama
Ay mexicana
5 =i Control negativo

Semanas
Figura 1. Curva de crecimiento de ratones BALB/c//B10 machos

del grupo con parasitosis combinada y grupos controles
Fuente: elaboracion propia

En relacidn con el crecimiento en talla, este fue
menor en los machos de los grupos parasitados con
Syphacia obvelata y parasitosis combinadas (figura 2).

El crecimiento de los individuos generalmente
se ve afectado por la presencia de parasitosis intesti-
nales. Haber observado un menor crecimiento tanto
en ganancia de peso como en ganancia de talla, en
los ratones machos parasitados con Syphacia ob-
velata y con parasitosis combinadas con Syphacia
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—e—Parasitosis combinada
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Talla (cm)

5 ——Control negativo
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Figura 2. Curva de crecimiento de ratones BALB/c//B10 machos
del grupo con parasitosis combinada y grupos controles de

acuerdo con la talla
Fuente: elaboracion propia

obvelata-Lehismania mexicana, confirma lo expues-
to por otros autores, que dicen que la presencia de
parasitos intestinales afecta el crecimiento de los
animales, lo que fue corroborado en este estudio, ya
que los ratones que fueron parasitados solamente
con Lehismania mexicana no presentaron retrasos
en el crecimiento [22].

En cuanto a la valoracion de los parametros hema-
tologicos, la tabla 2 presenta los valores correspondien-
tes a: hematocrito, hemoglobina, cuenta leucocitaria
y recuento diferencial, encontrados en los grupos de
ratones hembras y machos, controles y parasitados al
inicio y al final de la experiencia, con el propdsito de
determinar si la presencia de parasitosis combinadas
Syphacia obvelata y Leishmania mexicana alteraba los
parametros hematoldgicos.

En el analisis estadistico ANovA aplicado a los
datos de los cuatro grupos (a, B, ¢ y D) en estudio,
se encontraron diferencias estadisticamente signifi-
cativas (p<0,05). Aplicando la prueba de Tukey para
determinar cual erala media que conllevaba este resul-
tado, se encontrd que, para los valores de hematocrito,
hubo coincidencia entre los grupos A - By ¢ - D, por lo
que se podia considerar que no existe sinergismo con
respecto al parametro hematocrito. En relacién con
la hemoglobina, se observé igualmente coincidencia
entre las medias de los grupos A - cy B - D, al igual
que se puede considerar que no existe sinergismo. Sin
embargo, al valorar mediante la prueba de Tukey los
parametros relacionados con la cuenta leucocitaria y
a la diferencial, se encontr6 que el grupo b fue el que
presento diferencias en la media, considerandose que
existe un sinergismo con respecto a estos parametros.
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Tabla 2. Promedios y desviacion estandar de los valores hematoldgicos de los grupos en experimentacion

Grupo A Grupo B Grupo ¢ Grupo D

Hematocrito (%) Machos 35+3,2 31+3,4 27+3,4 27+3,5

Hembras 28+5,6 28+11,1 23+5,8 21+4,6
Hemoglobina Machos 19+2,3 12,542,5 15,4+1,2 12+4,9
(g/dL) Hembras 17+1,7 13,9+6,7 1543,7 13+2,7
Cuenta leucocitaria Machos 4150+456,3 4900+345,9 6200+367,9 8300+378,9
/mm3 Hembras 3600+23,4 4200+137,9 5600+278,2 6500+287,1
Linfocitos Machos 97+5,8 90+2,5 85+3,6 80+3,7
(%) Hembras 93+0,8 83+6,9 80+3,9 78+2,8
Neutréfilos Machos 1147,1 10£1,3 17+2,7 10+1,9
(%) Hembras 15+3,2 12+1,9 10+1,5 18+3,6
Eosindfilos Machos 0+0,0 5+0,9 2+0,9 6+0,9
(%) Hembras 00,0 8+0,6 3£0,5 740,5

Fuente: elaboracion propia

Tanto los valores bajos de hematocrito como de
hemoglobina puede ser, en forma general, indicadores
de anemias. Esta condicién se presenta en el grupo D,
y de acuerdo con la prueba de comparacién de medias
en el caso del hematocrito, la similitud de medias del
grupo c y el D hace suponer que la influencia de la
parasitosis con Leishmania mexicana afecta mas a este
pardmetro. En cuanto al parametro hemoglobina, la
relacion de medias fue entre los grupos b y B, suponien-
do que este parametro es afectado mayormente por la
Syphacia obvelata. En ambos parametros, la tendencia
fue la de disminuir los valores.

Estos resultados, de acuerdo con diferentes repor-
tes, se deben a la presencia del parasito intestinal, ya
que se ha comprobado que la adhesion de los parasitos
helmintos en las vellosidades intestinales puede causar
alteracion en los valores hematologicos del hospe-
dador provocando la disminucién de los niveles de
hemoglobina, ocasionada ya sea por accién mecdnica,
enzimética o quimica del parasito, lo que causa dano
intestinal. Su gravedad esta relacionada directamente
con la carga parasitaria del hospedador debido a que
existe un aumento del daflo en el intestino por la gran
cantidad de pardsitos [23].

Otra posible causa de la disminucién de los valores
de hemoglobina en ratones parasitados con la Sypha-
cia obvelata puede ser que, a nivel del tracto digestivo
grueso, se sintetiza un factor intrinseco que permite la
absorcion de la vitamina B12; por tanto, si esta sintesis
se ve afectada, no producira el factor de absorcion, lo
que a su vez disminuiria la absorciéon de vitamina B12

para la produccion de eritrocitos en la médula y llevara
a la disminucién de hemoglobina causando anemia
[24].

Con respecto a los valores promedios del recuento
leucocitario de los ratones machos y hembras del Grupo
control en comparacion con los grupos parasitados B,
y D, al aplicar el anilisis estadistico ANOVA se encontrd
que existen discrepancias estadisticamente significati-
vas en los diferentes grupos. Al realizar la prueba de
Tukey, las medias que determinaron las diferencias
significativas fueron las del grupo p. En el caso de la
cuenta leucocitaria, esta fue mayor; en el caso de los
neutrdfilos, fue menor, y en el caso de los eosinoéfilos,
se observo la condicion de eosinofilia en relacién con
el Grupo control como con los grupos parasitados (a
y B). Estos resultados son conducentes para hablar de
un sinergismo de la respuesta de los animales al tener
una parasitosis combinada: Leishmania mexicana y
Syphacia obvelata.

Losleucocitos forman parte de las células efectoras
del sistema inmunoldgico; con capacidad migratoria,
utilizan la sangre como vehiculo para acceder a las di-
ferentes partes del cuerpo. Los leucocitos son los encar-
gados de destruir los agentes de infeccion y las células
infectadas, secretando sustancias protectoras como los
anticuerpos y combatiendo las infecciones [25].

Al observar la cuenta leucocitaria en los grupos
de ratones machos y hembras, BALB/c//BIOULA, se
pudo contrastar lo expuesto, en donde el organismo
al sufrir una invasion por agentes extraios aumenta
considerablemente las células efectoras del sistema
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inmunoldgico. Los eosindfilos son células presentes
en la sangre que se encargan de actuar frente a sus-
tancias extrafas (bacterias, paradsitos, entre otras) que
penetran el organismo, ocasionando inflamacién; su
nimero aumenta debido a la presencia del parasito. En
las infecciones parasitarias producidas por helmintos,
la activacion de neutrdfilos y eosinoéfilos tiene un papel
efector importante. Por tanto, el aumento de los eosi-
nofilos en los ratones parasitados, tanto machos como
hembras de los diferentes grupos de ratones BALB/c//
BIOULA parasitados, se debe a la presencia del parasito
intestinal Syphacia obvelata 'y del protozoario Leishma-
nia mexicana. Los helmintos desencadenan una serie
de respuestas inmunolégicas en el hospedador produc-
to de su invasién y multiplicacion, como la secrecién
de citocinas por las células Th2 con una produccion
elevada de 1L-4, 1L-5 y 1L-13 [26]. Las células efectoras
como los macrofagos, neutrdfilos, eosinéfilos y masto-
citos pueden atacar a los pardsitos; por tanto, el nivel
de estas células aumenta en presencia de infecciones
parasitarias [27]. Los ratones BALB/c infectados con
Leishmania presentan una respuesta inmunoldgica de
tipo Th2, que es estimulada por la produccion de 11-4
y IL-5. Estas a su vez activan las células neutréfilas en
mayor proporcién y los eosindfilos en menor canti-
dad; ambas contribuyen en la respuesta inflamatoria,
respuesta innata que desencadena el sistema inmuno-
légico para combatir la infeccion parasitaria [28]. Esto
explica los resultados encontrados en los diferentes
grupos de ratones BALB/c//BIOULA, en los que los ni-
veles de neutroéfilos y eosinéfilos aumentaron conside-
rablemente en los ratones parasitados en relacion con
el grupo control sin infeccion, hechos que demuestran
que las infecciones parasitarias ocasionadas por Sypha-
cia obvelata y Leishmania mexicana alteran los valores
hematoldgicos de cada animal.
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Analisis inmunoldgico (prueba ELISA)

Al ser el parasitismo un fenomeno biologico interde-
pendiente y dindmico, la infeccién puede provocar
escasas manifestaciones; sin embargo, el estado inmu-
nitario del huésped siempre da una respuesta, debido a
la misma dindmica de los eventos que ocurren en el es-
tablecimiento de la infeccién. La accién inmunoldgica
fue otro de los parametros valorados en el estudio para
observar si existia un sinergismo entre la infeccién por
el parasito Syphacia obvelata (parasito intestinal co-
mun en los bioterios convencionaes) y la Lehismania
mexicana (parasito intracelular cominmente usado en
estudios de parasitosis experimental en el modelo ra-
tén consanguineo BALB/C).

En el desarrollo de esta parte experimental, en
la estandarizacion de la técnica de ELISA, se usaron
muestras de suero. El suero del grupo control negativo
presento valores entre 0,01 y 0,03 de densidad dptica,
y para las del grupo control positivo, se encontraron
valores superiores a 0,1 de densidad dptica. Los re-
sultados de sueros negativos y positivos se correla-
cionaron con la ausencia y presencia de los parasitos
involucrados en el estudio, validados mediante las
pruebas de diagndstico comunes: cinta adhesiva (téc-
nica de Graham) y presencia de pardsitos en muestras
frescas para Syphacia obvelata, mediante frotis san-
guineos para la presencia de la Lehismania mexicana
y la ausencia por la no presencia de los parasitos al
desarrollar estas técnicas.

La tabla 3 presenta los valores de la concentracion
de anticuerpos IgG, para los sueros provenientes de
ratones del Grupo control (Grupo A) sin parasitar, y de
los Grupos B (parasitados con Syphacia obvelata), Grupo
C (parasitado con Lehismania mexicana) y el Grupo D
(parasitosis combinadas: Syphacia obvelata y Lehismania
mexicana).

Tabla 3. Medidas de concentracion (unidades) de anticuerpos IgG, encontradas para los grupos involucrados en la experiencia

Medidas de absorbencia a Grupo A Grupo B Grupo ¢ Grupo D (parasitosis

450 nm (sin pardsitos) (Syphacia obvelata) (Lehismania combinada)
mexicana)

Placas sensibilizadas con Machos 0,01 0,13 0,01 0,18

Syphacia obvelata Hembras 0,03 0,13 0,01 0,18

Placas sensiblizadas con Machos 0,03 0,03 0,13 0,17

Lehismania mexicana Hembras 0,03 0,03 0,13 0,17

Fuente: elaboracion propia
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Se puede observar en la tabla que los valores
de concentracién de anticuerpos contra el pardsito
Syphacia obvelata en las placas sensibilizadas con este
parasito presentaron valores de 0,13 nm tanto para
machos como para hembras, indicando presencia de
anticuerpos contra el parasito. Para los sueros de los
ratones parasitados con Leishmania mexicana, tanto
para machos como para hembras, se encontraron
concentraciones de 0,03 indicando la no presencia de
anticuerpos contra la Syphacia obvelata.

En el caso de las placas sensibilizadas con el parasi-
to Lehismania mexicana, los ratones del grupo control
B (inoculado con Syphacia obvelata) no mostraron la
presencia de anticuerpos contra este, y el suero de los
ratones parasitados con Lehismania mexicana present6
la presencia de anticuerpos.

En relacion con el grupo b (ambas parasitosis),
en la placa sensibilizada con Syphacia obvelata y en la
sensibilizada con Lehismania, los ratones de este grupo
mostraron las mayores concentraciones de IgG (0,18
y 0,17, respectivamente), tanto para hembras como
para machos. Estos resultados permitieron observar
la presencia de sinergismo. Al aplicar el anélisis esta-
distico con p<0,05, se demuestra que hay diferencias
estadisticamente significativas entre los dos grupos en
estudio, con base a los niveles de IgG.

En estudios anteriores: Gudifo et al. [12] deter-
minaron que era posible diagnosticar la presencia de
Shyphacia obvelatamediantelatécnica de EL1sA; Barreto
[13] determiné que la cepa consanguinea BALB/c//B10
era mas susceptible a la infeccion de Syphacia obvelata
que la cepa consanguinea c57BL/6//BIO y BIO:NMRI.

La respuesta inmunolodgica del ratéon BALB/c estd
relacionada con la activacidn de los linfocitos Th2, con
produccion de anticuerpos e interleucinas como la
1L-4 (respuesta Th2); podria aumentar la expresion del
HLA-IL, la produccion de IgG e IgE y el crecimiento de
células T [29], determinada igualmente en estudios con
Lehismania mexicana de Castes y Tapia [30-32] en esta
cepa de ratones.

En este estudio, al analizar los valores de la concen-
tracion de IgG que se obtuvieron mediante la técnica de
ELISA, se logré demostrar la existencia de sinergismo en
los ratones BALB/c//BIOULA en la parasitosis combinada:
Syphacia obvelata y Leishmania mexicana, y se encontrd
mayor valor de densidad 6ptica en los sueros del Grupo
control B (inoculados con Syphacia obvelata), Grupo
control ¢ (inoculados con Leishmania mexicana) y
Grupo experimental (ambas parasitosis). Se descubrié

una mayor concentracién de anticuerpos frente a los
parasitos en esta condicion. Al analizar estadisticamente
los distintos grupos, se encontraron diferencias signi-
ficativas con p<0,05 entre la cantidad de anticuerpos
contra el parasito en cada uno de los grupos de ratones
BALB/c//BIOULA parasitados.

Conclusiones

Existe una sinergia en la respuesta de los ratones
BALB/c//BIOULA cuando tienen una parasitosis combi-
nada entre Syphacia obvelata y Leishmania mexicana,
para los parametros de la cuenta leucocitaria, la cuen-
ta diferencial y en la respuesta inmunoldgica relacio-
nada con la concentracion de IgG, ya que los valores
encontrados son mayores que al momento de encon-
trarse parasitados con Syphacia obvelata o Leishmania
mexicana. Se puede observar igualmente el sinergis-
mo en la respuesta de los ratones que tienen parasi-
tosis combinadas cuando se valora el crecimiento de
los animales, ya que es menor que al momento en que
los ratones se encuentran parasitados con un solo pa-
rasito, y en la mayor cantidad de huevos adultos de la
Syphacia obvelata que se observan en estos ratones. Los
resultados obtenidos permiten alertar a los investiga-
dores usuarios de los animales sobre la importancia
de trabajar con ratones que se encuentren parasitados
con Syphacia obvelata, ya que desconocer este aconte-
cimiento puede llevarles a una conclusion basada en
premisas alteradas. Los animales que se utilicen para
estudios sobre Leishmaniasis deben encontrarse libres
de oxiuros.
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