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RESUMEN

En la interaccion huésped-parasito, los hospederos han desarrollado adaptaciones
para evadir la infeccion y los patdégenos han evolucionado para prevalecer ante los
mecanismos de defensa, a menudo alterando la fisiologia, causando dafios en
organos diana y modificando el comportamiento del huésped. Entre las especies, los
signos, la prevalencia y la virulencia de algunas enfermedades pueden variar
dependiendo del sexo del animal infectado. En un contexto econdmico, las
enfermedades parasitarias tienen gran impacto negativo en los animales de
produccion, de laboratorio y en mascotas. Especificamente en la parasitosis causada
por T. pisiformis se ha documentado que se alteran el comportamiento del hospedero
y su prolificidad al reducir la cantidad de gazapos al nacimiento en el conejo. Por tal
motivo, en este proyecto nos enfocamos a analizar aspectos de dimorfismo sexual,
reproductivos e histolégicos asociados a la teniosis cisticercosis por T. pisiformis. Para
evaluar el dimorfismo sexual de la parasitosis por T. pisiformis se obtuvieron conejos
silvestres, capturando 31 conejos en tres municipios del estado de Morelos, de los
cuales 21 fueron hembras y 10 machos, con un 67.7% del total de animales infectados
con metacéstodos. De las hembras, el 80% se encontraban infectadas (n=17) y de los
machos el 40% (n=4) (P=0.02); de las hembras gestantes el 77%, de las lactantes el
100% y de las vacias el 72% estaban parasitadas con metacéstodos. Se concluyé que
la infeccion por T. pisiformis es una parasitosis asociada al sexo, y a la etapa
fisiolégica de las hembras, relaciondandose al ambiente hormonal; ademéas se
document6 el hallazgo de metacéstodos en la region ovérica, que no ha sido
previamente referido de manera especifica. Por otra parte, en conejas Nueva Zelanda
se observo que la infeccion experimental con huevos de T. pisiformis durante 21 dias,
disminuyo la actividad locomotora (P=0.0001), observandose disminucion de la
conducta exploratoria al dia 17 post infeccion (P=0.01), y de la conducta de
acicalamiento al dia 14 post infeccién (P=0.01). La infeccion experimental indujo una
disminucién de un 33% en la cantidad de embriones implantados a los 8 dias post
monta (P=0.02). En el analisis histologico del sitio de implantacion embrionaria se
observo que la altura de la mucosa en el grupo infectado fue mayor en comparacion

con el grupo testigo (P=0.0001), encontrando mayor cantidad de linfocitos (P=0.0001)



y macréfagos (P=0.0001) en las conejas infectadas, concluyendo que la alta
frecuencia de infeccién y el impacto que tiene la infeccién sobre la reproduccion
pueden afectar la poblacion de conejos, resaltando la relevancia del control de esta
teniosis. También se observé el dafio histolégico que ocasiona el parasito adulto de T.
pisiformis en el sitio de anclaje, utilizando el modelo del hamster. Se analizaron dos
dosis de infeccion, una de tres metacéstodos y la otra de 6 metacéstodos,
observandose mayor cantidad de linfocitos, macréfagos y neutrofilos en los animales
infectados con 3 metacéstodos (P=0.01) o con 6 metacéstodos (P=0.001) comparados
con los animales no infectados; la cantidad de eosindfilos fue mayor solo en los
infectados con 6 metacéstodos (P=0.001). Otro hallazgo en el estudio histolégico fue
el aspecto de la mucosa. En el sitio de anclaje se perdié la histoarquitectura y
disminuy6 la altura de la mucosa en los animales infectados con 3 o con 6
metacéstodos en comparacion al grupo testigo (P=0.001). Los resultados obtenidos en
este trabajo resultan de gran interés ya que los conocimientos obtenidos seran de
utilidad para los productores cunicolas; ademas, resaltan la importancia de la
prevencion de la parasitosis en la conservacion de especies cunicolas, y contribuye a

entender la biologia basica de esta parasitosis.

Palabras clave: T. npisiformis, dimorfismo, reproduccién, conducta, respuesta

inflamatoria
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ABSTRACT

In the host-parasite interaction, hosts have developed adaptations to evade infection,
and parasites have evolved to thrive to defense mechanisms, often altering physiology,
causing damage to target organs and modifying host behavior. Among the species,
signs, prevalence and virulence of some parasitic may vary depending on the sex of
the infected animal. In an economic context, parasitic diseases have a high negative
impact on animal production, laboratory animals and pets. Specifically, in the
parasitosis caused by T. pisiformis, it has been documented that the behavior of the
host and its prolificacy are altered by reducing the number of rabbits at birth. For this
reason, in this project we focus on analyzing reproductive and histological aspects and
sexual dimorphism, associated with teniosis/cysticercosis by T. pisiformis. To evaluate
the sexual dimorphism of T. pisiformis parasitosis, wild rabbits were obtained,
capturing 31 rabbits in three municipalities of the state of Morelos, of which 21 were
does and 10 bucks, with 67.7% of the total of animals infected with metacestodes.
From these, 80% were infected (n=17) and of from the bucks 40% (n=4) (P=0.02); from
the pregnant does 77%, from the lactating does 100% and from non-pregnant 72%
were parasitized with metacéstodos. It was concluded that the infection by T. pisiformis
is a sex associated disease and to the physiological stage of the of rabbits, related to
the hormonal environment; in addition, the finding of metacestodes in the ovarian
region was documented, which has not previously been specifically mentioned.
Besides, in New Zealand rabbits it was observed that the experimental infection with
eggs of T. pisiformis during 21 days, decreased the locomotor activity (P=0.0001),
observing a decrease in the exploratory behavior at day 17 post infection (P=0.01) ,
and of the grooming behavior at day 14 post infection (P=0.01). The experimental
infection induced a decrease of 33% in the number of embryos implanted at 8 days
post mounting (P=0.02). In the histological analysis from the embryo implantation site,
it was observed that the mucosa height in the infected group was higher in comparison
with the control group (P=0.0001), and there was a higher number of lymphocytes
(P=0.0001) and macrophages (P = 0.0001) in the infected rabbits, concluding that the
high frequency of infection and the impact that the infection has on reproduction can
affect the population of wild rabbits, highlighting the relevance of the control of this

vii



cysticercosis. Using the hamster model, the histological damage caused by the adult
parasite of T. pisiformis in the anchoring site was observed. Two doses of infection
were analyzed, three metacestodes or 6 metacestodes; a higher number of
lymphocytes, macrophages and neutrophils were observed in animals infected with 3
metacestodes (P=0.01) or with 6 metacestodes (P=0.001) compared with the
uninfected animals, while the amount of eosinophils was higher only in those infected
with 6 metacestodes (P=0.001). Another finding in the histological study was the
observation of the mucosa, since at the anchorage site, the histoarchitecture was lost
and the mucosa height decreased in the animals infected with 3 or 6 metacestodes
compared to the control group (P=0.001). The knowledge obtained in this project will
be useful for the rabbit producers; In addition, it highlights the importance of the
prevention of this parasitosis in the conservation of wild rabbit species, and contributes

to understand the basic biology of this parasitosis.

Key words: T. pisiformis, dimorphism, reproduction, behavior, inflammatory response
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INTRODUCCION GENERAL

Las enfermedades parasitarias disminuyen el potencial productivo y causan pérdidas
econOmicas (Susan y Aiello, 1998). En algunas parasitosis existe el dimorfismo sexual
donde los signos, la virulencia y la carga parasitaria de la enfermedad, se presentan
de manera distinta dependiendo del sexo del hospedero. El efecto del sexo del
hospedero en la infeccidn por parasitos también es referido en humanos y se atribuye
a diversos factores como la respuesta inmunitaria, la expresion de hormonas, o las

diferencias en la microbiota (Duneau y Ebert, 2012).

Se ha planteado que el dimorfismo es resultado de la adaptacion de los parasitos,
surgiendo tres distintas hipotesis. La primera se denomina “dimorfismo especifico del
sexo del hospedero”, en la cual los parasitos se adaptan de forma distinta a cada sexo
dando lugar al dimorfismo en la carga parasitaria; la segunda conocida como
“especializacién por un solo sexo”, en la que el parasito infecta a un Unico sexo; y la
tercera es la “plasticidad especifica del sexo en la expresion de la enfermedad”, en la
cual son parasitos con plasticidad fenotipica y el establecimiento depende del sexo de
su hospedero (Duneau y Ebert, 2012).

En las parasitosis causadas por Taenia solium (T. solium) y Taenia crassiceps (T.
crassiceps) las hembras son mas susceptibles que los machos; el criterio para definir
esta susceptibilidad es principalmente la carga parasitaria, y el dimorfismo se atribuye
al ambiente hormonal que prevalece en la hembra en la que estrogenos y
progesterona favorecen el desarrollo del parasito; aunado a lo anterior existen factores
inherentes a las tenias, como la capacidad de sintetizar hormonas o analogos de las
hormonas ovaricas que favorezcan su desarrollo (Presas et al., 2008). La mayoria de
los datos disponibles son obtenidos de infecciones experimentales tanto en ratones
(Larralde et al., 1995). En cerdos infectados naturalmente y se encontré que en los
machos castrados y las hembras gestantes presentan un mayor porcentaje de

infeccion, lo que sefala que probablemente los niveles bajos de androgenos y niveles



altos de estrégenos se relacionan con la susceptibilidad de los cerdos castrados y las
hembras gestantes (Morales et al., 2002).

La cisticercosis cunicola, parasitosis causada por metacéstodos de T. pisiformis es
una de las enfermedades parasitarias mas comunes en los conejos (Yang et al.,
2012). En este trabajo se analizd el dimorfismo sexual de la infeccidbn por
metacéstodos de T. pisiformis en la susceptibilidad y carga parasitaria en conejos
silvestres (Oryctolagus cuniculus) obtenidos de tres municipios del estado de Morelos
en la temporada de caza. El ciclo biologico del parasito comprende el consumo de
huevos por parte de los huéspedes intermediarios que son la liebre y el conejo,
cuando se alimentan de hierbas contaminadas con los huevos que se expulsan en las
heces de animales carnivoros como perros y zorros (Yang et al., 2012). Una vez que
los huevos llegan al tracto digestivo del huésped intermediario, eclosionan y migran a
distintos dérganos, desarrollandose la fase de metacéstodo. El ciclo se completa,
cuando los carnivoros se alimentan con los conejos o las visceras que contienen
metacéstodos, y se diferencian en el intestino a céstodo adulto o tenia (Flatt y Moses,
1975).

Recientemente se ha referido que la presencia del metacéstodo en conejas de raza
Nueva Zelanda infectadas experimentalmente con huevos de T. pisiformis disminuye
la prolificidad (Hallal-Calleros et al., 2016) y altera su comportamiento (Betancourt-
Alonso et al., 2011). Falta aun definir las causas especificas que inducen la alteracion
en el hospedero donde pudieran verse afectadas las etapas desde la cubricidon de la
coneja hasta el parto. En este trabajo se analiz6 el efecto de la infeccion con huevos
de T. pisiformis sobre la implantacion embrionaria en la coneja y su comportamiento
previo a la monta. Respecto al comportamiento, se han analizado parametros como el
consumo de agua, actividad locomotora, consumo de alimento, etc., y se ha
demostrado que los patégenos pueden modificar algunas conductas (Klein, 2003), a
menudo aumentando su susceptibilidad a la depredacion, e incrementando asi sus

posibilidades de transmision (Santos y Santos, 2013; Raveh et al., 2011; Walsh et al.,



2013). Estas observaciones sustentan la propuesta de detectar infecciones estudiando
el comportamiento (Gonzalez et al., 2008).

Por otra parte, existen aspectos poco estudiados con relacion a la biologia del céstodo
adulto de T. pisiformis, como es el efecto del anclaje del parasito en el intestino. A
nivel experimental. Se han utilizado hamsteres infectados con el parésito T. solium
para observar el sitio de implantacion de la tenia por microscopia electrénica en
distintos dias post-infeccion, con la finalidad de describir morfolégica vy
estructuralmente la union de T. solium a la pared intestinal, observando que la tenia
estd fijada al intestino por sus 4 ventosas simultAneamente, las cuales se encentran a
un nivel diferente, con vellosidades intestinales atrapadas en su cavidad (Merchant et
al., 1998).

Para observar la respuesta inflamatoria en el intestino de hamsteres y jerbos utilizaron
una prueba competitiva de inmunoabsorcion ligada a una enzima, y los resultados
sugieren que la expulsién de T. solium en jerbos y hamsteres podria estar relacionada
con el aumento de las células caliciformes y células cebadas, aunque estas células
podrian tener diferentes roles en cada modelo de roedor de la teniasis (Avila et al.,
2002).

En investigaciones realizadas por nuestro grupo de trabajo, se ha establecido y
desarrollado la fase adulta de T. pisiformis en el intestino delgado de hamsteres
dorados Mesocricetus auratus, con una previa inmunodepresiéon con dosis Unica de 4
mg de Acetato de metil-prednisolona (AMP), basandonos en un trabajo donde ya se
habia observado que la inmunodepresion con AMP es necesaria para el
establecimiento del parasito (Toral-Bastida et al., 2011). En este trabajo planteamos
describir histolégicamente el sitio de anclaje de T. pisiformis en el intestino del

hamster.



HIPOTESIS GENERAL

En la infeccion por Taenia pisiformis existe dimorfismo sexual, la infeccion disminuye
la implantacion embrionaria, modifica el comportamiento de conejos infectados por el
metacéstodo, y provoca alteraciones histolégicas en el sitio de anclaje de la tenia en el

intestino delgado del hamster.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar aspectos dimorficos, reproductivos, conductuales e histologicos asociados a la

teniosis cisticercosis por Taenia pisiformis

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir si existe dimorfismo sexual en la parasitosis por Taenia pisiformis en conejos
silvestres (Sylvilagus floridanus) infectados naturalmente (Experimento 1).

2. Evaluar el efecto de la infeccion en el comportamiento y sobre la mucosa uterina a
nivel morfométrico en el sitio de implantacion embrionaria en conejas Nueva
Zelanda (Experimento 2).

3. Describir histologicamente la mucosa del intestino delgado en el sitio de
establecimiento de Taenia pisiformis en el modelo del hamster (Experimento 3).



EXPERIMENTO 1

Definir si existe dimorfismo sexual en la parasitosis por Taenia pisiformis en

conejos silvestres (Sylvilagus floridanus) infectados naturalmente

INTRODUCCION

El dimorfismo sexual es un fenémeno bien documentado que se observa en todos los
niveles del reino animal, donde las hormonas sexuales, entre otros factores
involucrados en este fendmeno, han sido consideradas como actores clave en una
amplia gama de patologias que muestran dimorfismo sexual en su etiologia y
progresion (Quinn et al., 2014). Los machos y las hembras difieren en un amplio
espectro de caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y de comportamiento. Ademas,
las parasitosis y el dimorfismo sexual también se han asociado con alteraciones en el

comportamiento.

Con respecto a las parasitosis, en varias especies animales, los signos de la
enfermedad y su patogenicidad pueden variar segun el sexo del huésped, tanto en
animales como en humanos se han atribuido a factores tan diversos como la accion de
las hormonas, la respuesta inmunitaria, o incluso a diferencias en la microbiota
(Duneau y Ebert, 2012). En la cestodiosis causada por T. solium y T. crassiceps, se
ha demostrado que las hembras son mas susceptibles a la infeccion experimental que
los machos, tomando en cuenta la carga parasitaria. Este dimorfismo se ha atribuido al
entorno hormonal prevaleciente en la hembra, en el que los estrégenos y la
progesterona favorecen el desarrollo del parasito, junto con factores inherentes a los
parasitos, como la capacidad de sintetizar hormonas o analogos de hormonas
ovaricas que favorecen su desarrollo (Presas et al., 2008), lo que puede dar como
resultado la feminizacion del huésped masculino en ratones (Larralde et al., 1995,
Morales et al., 2002). La identificacion del dimorfismo en las infecciones naturales

contribuye de manera importante al control de las enfermedades, centrando las



estrategias de prevencién en el huésped del género susceptible (Duneau y Ebert,
2012).

La cisticercosis por T. pisiformis en conejos ha adquirido relevancia, ya que afecta su
bienestar, su comportamiento (Betancourt-Alonso et al., 2011) y su produccién al

disminuir la cantidad de gazapos al nacimiento (Hallal-Calleros et al., 2016).

La cisticercosis por T. pisiformis involucra conejos o liebres como huéspedes
intermediarios y zorros, coyotes o perros como huéspedes definitivos. En el continente
americano, especificamente en México, no existen reportes sobre la existencia del
metacéstodo de T. pisiformis en poblaciones de conejos silvestres, a pesar de ser el
pais con mas especies endémicas de conejos, con alrededor de 15 especies. Entre
ellos, el conejo del istmo y el conejo de los volcanes, también llamados zacatuche o
teporingo (Romerolagus diazi) estan en peligro de extincion (Farias-Gonzalez, 2011).
Se ha reconocido que la presencia del hombre y la devastacion del habitat son
factores que limitan el crecimiento de la poblacion de conejos silvestres (Cervantes et
al.,, 1990). Sin embargo, se sabe poco sobre las enfermedades parasitarias que
afectan a los conejos silvestres y que podria inducir alteraciones reproductivas, como
la cisticercosis por T. pisiformis, y contribuir asi a la extincion de especies susceptibles
(Yang et al., 2012).

El objetivo de este estudio fue explorar la infeccion con metacéstodos de T. pisiformis
en conejos silvestres en el estado de Morelos, México, y establecer si existe una

mayor carga de parasitos en los machos o en las hembras infectados naturalmente.



MATERIALES Y METODOS

Animales

Los conejos silvestres fueron obtenidos durante las temporadas de caza por
cazadores de la region que tienen licencia para cazar. De cada conejo sacrificado, se
registraron el sexo y la etapa fisiolégica. Los conejos fueron recolectados desde
diciembre de 2013 hasta febrero de 2016, en los municipios de Temixco (1,299 msnm,
18 °51'16 "N 99 ° 13'38°0), Tepalcingo (1,100 msnm, 18 ° 25 '59.88" N, 98 °18'0 ")y
Tlaltizapan (945 msnm, 18 ° 41'00°" N 99 ° 07'04°0), en el estado de Morelos. Se
registro la ubicacidn exacta donde cada conejo fue capturado mediante sistemas de
posicionamiento geogréfico (GPS V, Garmin Ltd), obteniendo informacién automatica

sobre rutas detalladas y mapas.

Etapa fisiologica de la hembra

Las conejas fueron clasificadas en: conejas gestantes cuando tuvieran presencia de
vesiculas embrionarias o fetos en los cuernos uterinos a la necropsia; conejas
lactantes cuando se observaba desarrollo de glandulas mamarias (turgente o con
leche); y conejas vacias cuando no tuvieran desarrollo de glandulas mamarias ni

embriones o fetos (Zamora-Huerta et al., 2005; Portales-Betancourt et al., 2010).

Carga parasitaria

Para determinar la carga parasitaria se evalué la presencia de metacéstodos. Se
realizd una incision en la linea media abdominal de los conejos, y se inspeccionaron
macroscopicamente las regiones abdominal, pélvica y toracica. Se obtuvieron
imagenes fotograficas de metacéstodos in situ, se contaron macroscopicamente y se

registro la ubicacion anatomica.



Analisis estadistico

El analisis de los datos se realizé utilizando una prueba Z para la diferencia entre las
poblaciones de conejos infectados y no infectados considerando el sexo (hembras y
machos); para comparar la proporcion de hembras infectadas entre cada etapa
fisiologica (gestante, lactante y vacia) se utilizé una prueba exacta de Fisher; para

comparar el numero de metacéstodos en cada grupo, se utilizé una prueba de T.



RESULTADOS

Se obtuvieron en total 31 conejos silvestres, la especie fue Sylvilagus floridanus, una
especie no en peligro de extincion (Figura 1), de los cuales 21 eran hembras y 10

machos.

Figura 1. Imagen de conejo silvestre Sylvilagus floridanus capturado en el municipio de Temixco del

Estado de Morelos, México.

El 67.7% del total de animales estaban infectados con metacéstodos. De las hembras,
el 80% (n=17) estaban infectadas y en los machos el 40% (n=4) (P=0.02) (Figura 2A).
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Figura 2. Porcentaje (xEE) de metacéstodos de T. Pisiformis en conejos silvestres: A) Conejos por sexo
*P=0.02 (machos n=10, hembras n=21); sanos (zona blanca) e infectados (zona negra), B) Hembras
sanas e infectadas de acuerdo a su etapa fisioldgica *P=0.009 (gestantes n=4, lactantes n=6, vacias
n=11).

De las 21 hembras capturadas, cuatro estaban gestantes, seis lactantes y 11 vacias.
El 77% de las gestantes, el 100% de las lactantes y el 72% de las vacias estaban

infectadas con metacéstodos (Figura 2B).
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En los 21 conejos infectados se localizaron un total de 279 metacéstodos, de los
cuéles el 66.3% se encontraban en la cavidad peritoneal, 25.8% en el mesenterio y
7.5% en la region pélvica (de una hembra vacia y una hembra lactante) (Figura 3), y

0.4% estaban en el area toracica (un macho).

Figura 3. Metacéstodos de Taenia pisiformis (flechas negras) en conejos silvestres infectados

naturalmente A) Cavidad peritoneal, B) Region pélvica y C) Mesenterio.
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Se encontraron 44 metacéstodos en machos en un rango que va desde seis hasta
catorce por conejo, mientras que en las hembras se encontraron 235 metacéstodos,

en un rango de 2 a 31 por coneja (Cuadro 1).

Cuadro 1. Promedio (+EE) del nimero de metacéstodos de Taenia pisiformis en conejos silvestres

Machos Gestantes Lactantes Vacias
11+3.4 15+6.0 13+9.3 13+9.6
(6, 12,12, 14) (9, 16, 21) (2,5,11,15,17,28) (27,7,13,31,10,5,10, 8)

Las 18 cacerias se llevaron a cabo en tres municipios del estado de Morelos, 12 se
realizaron en Temixco, donde fueron capturados 25 conejos (siete machos, dos
hembras gestantes, 5 lactantes y 11 vacias). Se recolectaron tres conejos en
Tepalcingo (un macho, una hembra prefiada y una lactante), y tres conejos fueron
capturados en Tlaltizapan (dos machos y una hembra prefiada). La infeccion fue del

68% en Temixco, 67% en Tepalcingo y 67% en Tlaltizapan.
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DISCUSION

El entorno endocrino del hospedador tiene un papel importante en el establecimiento y
desarrollo de enfermedades parasitarias, ya que de acuerdo al género existe
susceptibilidad o resistencia. En este trabajo, se observé que las hembras son mas
susceptibles a la infeccion que los machos, basandose en su carga parasitaria es
mayor y esta influenciada por el estado fisiolégico de la hembra. Se ha demostrado
gue en otros parasitos como T. crassiceps y Toxoplasma gondii, la infeccién es
favorecida por el ambiente hormonal de las hembras (estrégenos) (Pung y luster,
1986; Huerta et al., 1992; Morales-Montor et al., 2002).

Hay evidencia de que el ambiente hormonal se modula durante la infeccién por
céstodos; se sabe que la cisticercosis por T. crassiceps induce un proceso de
feminizacion en ratones machos durante la infeccién cronica, caracterizado por un
aumento de 100 veces el valor normal de estradiol en suero, mientras que los de
testosterona y dihidrotestosterona disminuyen en 85 y 95% respectivamente. Los
niveles de hormona foliculoestimulante aumentan 70 veces sus valores normales en
los ratones machos infectados (Morales-Montor et al., 2001). En este estudio
observamos que las hembras se infectan en mayor proporcion que los machos (80%
en hembras vs 40% en machos), lo cual concuerda con un trabajo realizado en el
norte de la peninsula Ibérica en el que obtuvieron una prevalencia del 38.1% en
63hembras y 25.5% en 51 machos; en el sur se encontré una prevalencia del 20% de
35 hembras y 11.5% en 26 machos de conejos silvestres infectados por metacéstodos

de T. pisiformis (Blasco et al., 1996).

El 100 por ciento de las hembras lactantes estaban infectadas con cisticercos de T.
pisiformis, al respecto se ha informado que la prolactina causa un aumento en la
susceptibilidad de algunos parasitos. Por ejemplo, en el ganado lechero se observa
gue una mayor cantidad de prolactina los hace mas susceptibles a las infecciones por
Trichostrongylidae (Ptocinski et al., 2006). En cuanto a las infecciones por céstodos,

se sabe que en las primeras etapas de la cisticercosis murina experimental causada
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por T. crassiceps, hay una respuesta inmune Th-1 transitoria inicial que se asocia con
una baja tasa de reproduccion del parasito, convirtiéendose en una respuesta Th-2
asociada a un incremento en la tasa de reproduccién de parasitos. Una de las
principales citocinas involucradas en la respuesta inmune Th-2 es IL-6, una molécula
pleiotropica que estimula la liberacion de prolactina desde la glandula pituitaria anterior
(Yamaguchi et al., 1990). No se han reportado estudios sobre los niveles de prolactina
en animales parasitados con céstodos, pero se sabe que la IL-6 es una citocina cuyo
nivel aumenta 90 veces sus niveles normales con la infecciéon (Morales-Montor et al.,
2001).

La resistencia y la susceptibilidad a diferentes enfermedades parasitarias se han
asociado con el predominio de respuestas inmunes de tipo Thl o Th2. La respuesta
inmune Th1 juega un papel fundamental en la proteccion contra la cisticercosis de T.
crassiceps, mientras que Th2 favorece el establecimiento del parasito, y también es
bien sabido que los cerdos vacunados muestran un incremento en la produccion de
citocinas Thl (IL-2 e IFN-y) pero no de las citocinas Th2 (IL-4 e IL-10), posiblemente
interfiriendo con el establecimiento exitoso de los parasitos (Diaz et al., 2003).
Entonces, la prolactina también podria ser beneficiosa en el establecimiento de
céstodos en el huésped, haciendo a los animales lactantes mas susceptibles a la

infeccion.

Nuestros resultados deben evaluarse centrdndose en la capacidad del céstodo para
afectar la funcion reproductiva, ya que se ha informado que en conejos domésticos la
infeccion disminuye el tamafio de la camada al 50%, lo que se acomparfia con un
aumento en los niveles de progesterona (Hallal-Calleros et al., 2016). En nuestro
trabajo, se encontraron metacéstodos de T. pisiformis en la tuba uterina, una situacién
gue no ha sido previamente documentada, lo cual podria relacionarse con la
preferencia del parasito por zonas con mayor cantidad de estrégenos. Al respecto,
Gemmell en 1965 refiri6 que los metacéstodos tienen afinidad para alojarse en la

region genital, pero no especifica la region, ni tampoco si es en hembras o machos.
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La alta frecuencia de esta infeccion podria afectar a las poblaciones de conejos
silvestres, ademas de disminuir la produccion en conejos de granja, principalmente de

traspatio.

CONCLUSIONES

Se observé una alta frecuencia de infeccion por huevos de T. pisiformis en conejos
silvestres, con una mayor susceptibilidad y una mayor carga de parasitos en las
hembras. De acuerdo con la etapa fisiologica, el porcentaje de infeccién fue mayor en

las hembras lactantes.
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EXPERIMENTO 2

Evaluar el efecto de la infeccion en el comportamiento y sobre la mucosa uterina
a nivel morfométrico en el sitio de implantacion embrionaria en conejas Nueva

Zelanda

INTRODUCCION

Algunos patdgenos pueden explotar los mecanismos que modulan el comportamiento
del huésped con el objetivo de aumentar sus posibilidades de trasmision (Klein, 2003).
Un ejemplo lo constituye el virus de inmunodeficiencia en felinos y primates que
causan una respuesta inmunitaria inflamatoria en el sistema nervioso central (Gardner
y Dandekar, 1995), o alterando las sefiales quimicas que subyacen a la expresion del

comportamiento (Klein, 2003).

Se ha observado que conejos machos Nueva Zelanda infectados experimentalmente
con cisticercos prefieren estar mas tiempo postrados y consumir menos agua en
comparacién con los sanos (Betancourt-Alonso et al., 2011). Por otro lado, conejos
infestados con Psoroptes cuniculli (P. cuniculli) disminuyen conductas normales

asociadas a la locomocion y exploracion (Hallal-Calleros et al., 2013).

En los conejos, la conducta de frotamiento del mentdn (chinning) es propia de la
especie y esta asociada con la madurez sexual y con territorialidad, al reflejar la
activacion y el mantenimiento de este comportamiento por la secrecion endégena de
testosterona o de estradiol en machos y hembras respectivamente (Gonzalez-Mariscal
et al., 1992). En las hembras, se desconocen las modificaciones que la infeccién con

huevos de T. pisiformis pudiera inducir sobre el chinning.
Se ha establecido que las modificaciones conductuales pueden ser Utiles para

diagnosticar diversas patologias, por lo que alteraciones en el chinning podrian

orientar el diagnostico de infeccion por T. pisiformis en conejos (Weary et al., 2009).
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Desde un punto de vista practico es importante resaltar que, si las conductas
reproductivas se inhiben, se impactara de manera negativa la produccién animal. Las
modificaciones que las infecciones con parasitos inducen a nivel reproductivo se han
observado en ratones infectados con tres cepas diferentes del parasito Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). En esta parasitosis la infeccion aguda pone en peligro el resultado de
la gestacion, ya que después de la implantacion del embrién en el utero (infectando al
raton cuatro dias antes del apareamiento) induce retraso del crecimiento intrauterino, y
en la dltima fase de la gestacion la infeccion induce mortalidad de las crias (Cencig et
al., 2013).

En ratonas infectadas congénitamente con T. cruzi se observdé un retraso del
desarrollo embrionario asociado con divisiones insuficientes de los blastomeros, dando
como consecuencia el desarrollo de blastocitos anormales que puede explicar el
fracaso de la implantacion, este trabajo muestra claramente que la infeccion por

T. cruzi impide drasticamente el desarrollo embrionario (Boufker et al., 2006).

Se han generado datos en los que se observa que la infeccion con huevos de T.
pisiformis reduce al 62% el nimero de gazapos al nacimiento (Hallal-Calleros et al.,
2016). Sin embargo, se desconoce el mecanismo por el cual éste parasito provoca el
efecto, por tal motivo en este trabajo se analizo el efecto de la infeccién con huevos de
T. pisiformis sobre el comportamiento de las conejas y sobre la implantacion

embrionaria.

El conejo es un excelente modelo de estudio de la implantacion embrionaria al actuar
como ovulador obligado, iniciando en la regién antisometrial a los seis dias con 18
horas post coito, y continuando en la region mesometrial corioalantoidea a los ocho
dias post coito (Fischer et al.,, 2012), logrando establecerse de manera precisa el

tiempo de prefiez (Schencke et al., 2008).
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Se ha progresado en el estudio de las interacciones moleculares, celulares y de
mecanismos fisiologicos involucrados desde el inicio de la gestacion (Anzualda-Arce et
al., 2001; 2008); en este didlogo entre el embrion y el Utero se encuentran
involucrados varios factores como prostaglandinas, leucotrienos, factores de
crecimiento, citocinas, hormonas esteroides ovaricas y la apoptosis (Betancourt-
Alonso et al., 2006), cabe sefialar la importancia de realizar una vista sobre los
contextos morfologicos y morfométricos en el momento de la implantacion, y lograr

observar aspectos de la relacién tisular embrio-uterina.
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MATERIALES Y METODOS

Animales

Se utilizaron 14 hembras Nueva Zelanda con un peso de 1.800+200 gr, divididas en
dos grupos:

Grupo 1: Se les administrd solucién salina fisioldgica (grupo testigo) y se gestaron 50
dias después.

Grupo 2: Se infectaron con 1,000 huevos de T. pisiformis, por via oral con una sonda

estéril, y se gestaron a los 50 dias post infeccion (Hallal-Calleros et al., 2016).

Infeccidn experimental

Los proglotidos gravidos maduros de T. pisiformis se maceraron utilizando un mortero.
El macerado se observé al microscopio (40x) para la identificacion morfologica de los

huevos y se contaron en una camara de Neubauer (Flores-Pérez et al., 2003).

Alojamiento y alimentacion de los animales

Durante todo el experimento, las conejas fueron alojadas en jaulas individuales de tipo
comercial de 60x90x40 cm, cada una con un comedero tipo tolva y bebedero. Las
conejas fueron alimentadas con concentrado comercial (Conejina N, Purina® con

15.5% de proteina cruda) y agua administrados a libre demanda.

Pruebas conductuales

Se aplico la prueba de campo abierta en una arena de 120 cm por 120 cm, dividida
con lineas pintadas en el piso en nueve cuadrantes de 40 cm (Figura 4). El conejo se
colocé en el cuadrante inferior central. La actividad locomotora (ambulante) se evaluo
contando el nimero de veces que el conejo pasO sus dos patas delanteras de un

cuadrante a otro; la conducta de chinning se midié contando el nUmero de veces que
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los conejos frotaban el menton en los ladrillos colocados en el cuadrante medio
superior; la conducta de exploracion se midié contando el niumero de veces que el
conejo elevo las patas delanteras (Hallal-Calleros et al., 2013); y se registro el nimero
de veces que el conejo se acicald, lamiendo alguna parte de su cuerpo (Kronh et al.,
1999).

Figura 4. Dispositivo para la medicion del comportamiento mediante la prueba de campo abierto

Montas con eyaculacién

Se utilizaron dos arenas circulares, colocando en cada una un macho sexualmente
experimentado de la raza Nueva Zelanda. En cada arena se introdujo una hembra

nulipara, que fue retirada de la arena después de recibir dos montas.

Sacrificio humanitario

A los 8 dias post monta, las conejas se tranquilizaron con Ketamina (35 mg/Kg) y
Xilazina (10 mg/Kg) via IM, y se sacrificaron de manera humanitaria utilizando una

sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/Kg de peso) via intracardiaca (AVMA,
2011).
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Necropsias

Se registraron los hallazgos de la necropsia de cada animal en un protocolo disefiado
para este fin, en el que se describieron las lesiones, la cantidad de cisticercos
encontrados y en qué lugar estaban establecidos (Betancourt-Alonso et al., 2011), la
cantidad de embriones implantados, y el analisis morfométrico del utero. En todos los
casos se obtuvieron imagenes representativas de estos hallazgos anatomopatolédgicos

con una camara digital.

Obtencién de tejidos y procesamiento histolégico

Una vesicula embrionaria se obtuvo del tercio medio de la tuba uterina derecha de
cada coneja. Las vesiculas se fijaron en una solucién de Paraformaldehido al 4%
durante 72 horas. Los segmentos fijados se procesaron con la técnica de inclusiéon en
parafina y se llevaron a cabo secciones histologicas semiseriadas de 6 um de grosor

gue fueron tefiidas con hematoxilina y eosina (Rosas-Velasco et al., 2007).

Area de andlisis histologico

En cada vesicula embrionaria se analizaron 3 sitios de implantacion, y de cada sitio de
implantacion se analizaron 3 cortes semiseriados. En cada corte se analizaron el tejido
epitelial y la lamina propia de la mucosa uterina, midiendo la altura de la mucosa
uterina en el sitio de implantacion, y cuantificando las poblaciones celulares del
infiltrado inflamatorio presentes en el sitio de implantacién (linfocitos y macréfagos). Se
cuantificaron un total de 18 campos microscopicos con el objetivo de 40X (630 pm X
470 um), cada uno con un area de 2,960 umz2, para lo cual se utilizd6 una camara
MOTICAM 10+, 10 MP, USB 3.0, Motic (Schencke et al., 2004; Drews et al., 2013).

21



Analisis estadistico

Para el andlisis de los datos se utilizd el programa In Vivo Stat version 3.7. Los datos
obtenidos de la prueba de campo abierto se analizaron utilizando un ANOVA de
mediciones repetidas, observando el efecto del tratamiento a lo largo de los 49 dias
post infeccion con una previa transformacion de los resultados en la actividad
locomotora con Log 10, y la conducta de chinning, actividad exploratoria y
acicalamiento fueron transformados con raiz cuadrada para estabilizar la varianza
(Clark et al., 2012).

Para el analisis de la cantidad de embriones implantados, el peso y la medida del
Utero, el andlisis de la altura de la mucosa en el sitio de implantacion y el conteo de las
poblaciones celulares del infiltrado inflamatorio presentes en el sitio de implantacion se

utilizé una prueba de T.
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RESULTADOS

Prueba de campo abierto

La actividad locomotora de animales infectados con cisticercos de T. pisiformis se
analizo durante los 21 dias post infeccion (P=0.0001), observandose una disminucion
desde la primera evaluacion, que fue al dia tres post infeccion, y los dias 14,18 y 20
(P=0.05), a partir del dia 10 al 12. A partir del dia 23 se mantuvo una disminucién del

50 % con respecto al grupo testigo (P=0.0001) (Figura 5).

'e' Testigo
' Infectado

Actividad locomotora
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Nimero de veces que pasan de un cuadrante a otro

dias postinfecciéon

Figura 5. Promedio (+EE) de la actividad locomotora evaluada durante 49 dias post infeccion.
*P=0.05, *P=0.001, **P=0.0001; ANOVA de mediciones repetidas.
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La conducta de marcaje por frotamiento del menton (Chinning) en el grupo infectado
(X=3.4+0.19 EE) no tuvo diferencias con respecto al grupo testigo (X=3.4+0.22 EE)

durante los 49 dias post infeccién en que se evalué.

La conducta exploratoria en esta investigacion mostré diferencia el dia 17 con un
aumento del 30% (5.5+0.76 EE) en relacion del grupo testigo (3.7+1.14EE) (P=0.01), y
el dia 18 en donde el grupo infectado (7.3+0.80EE) realiz6 dos veces mas la conducta
de sentado con respecto al grupo testigo (4.1+1.58EE) (P=0.0001) (Figura 6).
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Figura 6. Promedio (xEE) de la conducta exploratoria evaluada durante los 49 dias post infeccién.
*P=0.05, **P=0.0001; ANOVA de mediciones repetidas.

La conducta de acicalamiento tuvo cambios el dia 14 post infeccién, donde el grupo
infectado no realiz6 la conducta mientras que el grupo testigo tuvo una media de
1.71+0.68EE acicalamientos; el dia 32 post infeccion la conducta disminuy6é un 80%
con una media de 0.16+0.16EE en relacion al grupo testigo con una media de
2.71+0.71EE. Finalmente, el dia 39 post infeccion el comportamiento del grupo
infectado disminuy6 un 70% vs el grupo testigo (P=0.01) (Figura 7).
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Figura 7. Promedio (xEE) de la conducta de acicalamiento durante los 49 dias post infeccion.
*P=0.05, *P=0.00; ANOVA de mediciones repetidas.

Embriones implantados

La infeccion experimental con huevos de T. pisiformis indujo un 33% de disminucion
(6.2+1.06) en la cantidad de embriones implantados a los 8 dias post monta (P =0.02),
observandose un rango de 0 a 8 embriones por coneja en comparacion con el grupo

testigo (9.0+0.45) con un rango de 8 a 11 embriones por coneja (Figura 8 y 9).

Con relacién al atero, no se observaron modificaciones en la longitud en el grupo
infectado (44.6+1.85 cm) vs la media del grupo testigo (48.8+2.3 cm). Tampoco el
peso del utero se afecté por la infeccion (21+1.81 gr) en comparacion con el grupo

testigo (24+2.04 gr) (datos expresados en X+EE).
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Figura 8. Promedio del nimero de embriones implantados en cada coneja a los 8 dias post monta.
(Testigo n=7, Infectado n=7). *P=0.02; prueba de T.

Figura 9. Embriones implantados en conejas Nueva Zelanda a los 8 dias post monta. a) Testigo, b)

Infectado.
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Carga parasitaria

A la necropsia se observo un promedio de 3.85+1.14EE de metacéstodos por animal
infectado (rango 1-8) y 17+5.81EE de granulomas hepaticos (rango 5-42); 51.9% de
los metacéstodos fueron recuperados en la cavidad peritoneal, 33.3% en la regiéon

pélvicay 14.8% en el mesenterio.
Analisis morfométrico de la mucosa uterina
En el sitio de implantacion se observé que la altura de la mucosa uterina en el grupo

infectado fue mayor con un promedio de 774.3+29.14EE, en comparacién con el grupo
testigo con un promedio de 521.6+13.91EE (P=0.0001) (Figuras 10y 11).
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Figura 10. Promedio (xEE) de la altura de la mucosa uterina en el sitio de implantacion embrionaria en
conejas Nueva Zelanda.
(Testigo n=7, Infectado n=6). ****P= 0.0001; prueba de T.
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Figura 11. Microfotografia representativa de la mucosa uterina en el sitio de implantacion embrionaria
en conejas Nueva Zelanda; objetivo 10X, a) Testigo, b) Infectado. Las flechas rojas muestran el sitio de
implantacion embrionaria.
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Infiltrado inflamatorio en la mucosa uterina

Con respecto al infiltrado inflamatorio en el sitio de implantacion, se observo que La
cantidad de linfocitos en el grupo infectado (2.45+0.25 EE) fue dos veces mayor que
en el grupo testigo (0.76+0.07 EE) (P=0.0001) (Figura 12a y 13); la cantidad de
macrofagos presentes en la lamina propia de la mucosa uterina en el sitio de
implantacion fue mayor en el grupo infectado (1.78+0.19 EE) en comparacion al grupo
testigo (0.38+0.07 EE) (P= 0.0001) (Figura 12b y 14).
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Figura 12. Promedio (xEE) del Infiltrado inflamatorio en la mucosa uterina en el sitio de implantacién
embrionaria en conejas Nueva Zelanda. a) Linfocitos, b) Macr6fagos.
*** P=(0.0001; prueba de T.
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Figura 13. Linfocitos presentes en la mucosa uterina en el sitio de implantaciéon embrionaria en conejas

Nueva Zelanda 40X a) Testigo, b) Infectado, las flechas rojas indican los linfocitos.
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Figura 14. Macrofagos presentes en la mucosa uterina en el sitio de implantacion embrionaria en

conejas Nueva Zelanda 40X a) Testigo, b) Infectado, las flechas rojas indican los macréfagos.
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DISCUSION

Los cambios ocasionados en el huésped infectado pueden ser mediados por los
patégenos o por la respuesta del mismo huésped. Estos cambios pueden ser
adaptativos por parte del huésped, o favorecer la supervivencia y la reproduccion de
los mismos patogenos (Klein, 2003). En este trabajo se observé que el
comportamiento en los animales infectados fue modificado con respecto al grupo
testigo en los cuales la actividad locomotora disminuyd por la infeccion con cisticercos
de T. pisiformis. Estas alteraciones también se observaron en conejos infectados con
P. cuniculi (Hallal-Calleros et al., 2013) en donde los conejos disminuyeron su
actividad exploratoria. En este trabajo observamos una disminucion en la frecuencia
de la conducta de acicalarse, mientras que en el trabajo de Betancourt-Alonso et al.,
2011 las conejas infectadas con 3,000 huevos de T. pisiformis aumentaron el tiempo
de acicalamiento, la diferencia entre ambos estudios consiste en que cuantificamos la

frecuencia con la que realizé la conducta.

Los cambios en el comportamiento modifican la susceptibilidad y la resistencia a la
infeccion (Klein, 2000); en ocasiones el parasito restringe la funcién de dérganos
afectados al comprimirlos (Anderson et al., 1981), generando una respuesta
inmunologica adaptativa la cual producira citocinas pro inflamatorias que actian sobre
eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal, regulando neurotransmisores que median los
cambios en el comportamiento de los animales infectados (Connor et al., 2005) a fin
de facilitar su transmisién (Klein, 2003; Vargas-Villavicencio et al., 2006). Los 6rganos

diana también se ven afectados de manera diferencial por la respuesta inflamatoria en
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las infecciones naturales o experimentales, la presencia de lesiones hepaticas es
observada en infecciones por el parasito de T. pisiformis, estas lesiones suelen ser
causadas por granuloma. Los granulomas consisten en grupos de células
inflamatorias bien definidos, integrados en una matriz extracelular rica en colageno
gue se forma alrededor de los huevos del parasito (Lenzi et al., 2006; Hams et al.,
2013). Los granulomas causados por Schistosoma mansoni desencadenan fibrosis
severa que interrumpe el flujo sanguineo, y dependiendo el dafio ocasionado, puede

ser mortal (Ross et al., 2002; Gryseels et al., 2006).

Como se habia mencionado anteriormente, no todas las modificaciones conductuales
posteriores a la infeccion estan mediadas por patdégenos (Combes, 2001), los cambios
de comportamiento posteriores a la infeccion que son beneficiosos para la
supervivencia y la reproduccion del huésped, suelen ser mediadas por el huésped. Los
animales infectados a menudo exhiben un repertorio de respuestas conductuales
adaptativas que ayudan en la recuperacion y la supervivencia después de la
infeccion. Estos ~ comportamientos  se han denominado colectivamente
"comportamientos de enfermedad" y son de interés en las interacciones sociales,

parentales y sexuales (Hart, 1988).

En este trabajo se observa una modificacion a nivel reproductivo durante la infeccién,
donde las conejas infectadas tienen menor cantidad de embriones implantados en
comparacién con el grupo testigo. En este nivel reproductivo se sabe que en

infecciones con el parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi), principalmente en la infeccion
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aguda, se pone en peligro el resultado de la gestacion, afectando después de la
implantacion del embrion en el utero (infectando al ratén cuatro dias antes del
apareamiento) induciendo retraso del crecimiento intrauterino, y en la dltima fase de la
gestacion la infeccion induce mortalidad de las crias (Cencig et al., 2013), y retrasa el

desarrollo embrionario (Boufker et al., 2006).

Por otra parte, se ha encontrado que en hembras gestantes (tanto en cerdos como en
ratones), la infeccidon con Taenia solium o crassiceps se incrementa de manera muy

marcada (Morales et al., 2002).

El endometrio desde los primeros dias de gestacién experimenta multiples cambios
morfoldgicos y funcionales que le permiten proporcionar al producto el microambiente

necesario para que se inicie el proceso de implantacién (Anzualda-Arce et al., 2008).

Durante el periodo de pre implantacién de la coneja, los procesos de proliferacion
celular y apoptosis que tienen lugar son eventos inter-relacionados observandose que
el dia 8 post coito, el indice de mitosis celular es 0.25% vy el indice de apoptosis es 7
veces mayor, de modo que cuando predomina uno el otro se inhibe, este
comportamiento se observa tanto en el epitelio de revestimiento como en el glandular
(Anzualda-Arce et al., 2001). En la mucosa uterina se encontré6 que las conejas
infectadas tienen mayor cantidad de células en el sitio de implantacion, pudiendo
atribuirlo a que la regulacién normal del proceso de apoptosis que se tiene que llevar a

cabo en este momento importante de la implantacién esta siendo alterada.
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En la mayoria de las especies estudiadas existe un periodo restringido del ciclo uterino
durante el cual puede ocurrir la implantacion, y cualquier falla al inicio de este evento

critico durante la ventana implantacional resultara en un fracaso (Carson et al., 2000).

Durante el periodo previo a la implantacion, los estrogenos provocan algunos eventos
en el epitelio uterino para que produzca algunas citocinas, incluyendo miembros del
factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de crecimiento insulinico tipos | y Il
(IGF). Este ultimo se ha observado que estimula el crecimiento del embrién durante su
transporte por el oviducto en bovinos (Cann et al., 1997) y permiten que la
implantacion inicie. Cabe sefialar que una elevada concentracion de IGF y de Insulina
provocan un descontrol en el proceso de apoptosis que conducen a la reabsorcion
embrionaria (Chi et al., 2000). El factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a) que
se expresa en epitelio glandular y luminal participa en la proliferacién celular,
diferenciacion celular, modificacion de integrinas y proteinas de la matriz extra celular,

reparacion de tejidos, angiogénesis e inmunosupresion (Gupta et al., 1998).

La progesterona estimula la sintesis del factor inhibidor de la leucemia (LIF) que
empieza a incrementarse en la coneja al dia 3 post coito y alcanza sus niveles mas
altos durante los dias cinco y seis de gestacion, participando en el desarrollo del
embrion (Liu et al., 2001). Se ha propuesto que la progesterona juega un papel
relevante como molécula inmunomoduladora en el sitio de implantacion, pues se han
identificado receptores especificos en linfocitos de hembras gestantes (Szekeres-

Bartho et al., 2001).
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Entre el dialogo del utero y el embrion participa el complejo principal de
histocompatibilidad (MHC), como HLA-G el cual protege la invasividad del trofoblasto
contra el ataque de linfocitos citotoxicos y células NK (Schmidt et al., 1997;

Soderstrom et al., 1997).

La implantacion no solo depende de los eventos maternos que abren la ventana
implantacional sino también de los eventos secundarios expresados por el embrién,
por ejemplo, la IL-1 y el factor de crecimiento insulinico tipo | y Il (Simon et al., 1994),
la interaccion de estas acciones asegurara no solo la sobrevivencia del embrién si no

también su crecimiento.

Respecto a la capacidad del sistema inmunolégico para diferenciar entre lo propio y
extrafio esta basada en un amplio espectro de especificidad expresada por las células
inmunoldgicas, esta caracteristica del sistema inmunoldgico implica que puede percibir
una imagen interna de los componentes del organismo y reaccionar a las distorsiones

particulares de esta (Coutinho et al, 2001).

En este estudio se observd un aumento en la cantidad de linfocitos y de macrofagos
en el sitio de implantacion de la mucosa en el grupo de conejas infectadas. La
respuesta inmunoldgica, como una respuesta homeostatica bajo control fisiolégico,
contribuye al mantenimiento de la integridad de las células corporales y de los tejidos

(Armstrong y Klein, 2001).
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Esto sugiere que factores bioldgicos producidos durante la gestacion que regulan la
respuesta inmunoldgica (como la progesterona) pueden afectar importantemente el
establecimiento y la velocidad de reproduccion del parasito a través de distintos
mecanismos: ya sea afectando la respuesta inmunolégica especifica del huésped
contra el parasito, o sirviendo como factores de crecimiento positivos para el
cisticerco, donde los parasitos pueden producir y alterar las concentraciones de las

hormonas en su huésped (Klein, 2004).

CONCLUSIONES

En este estudio, la infeccion por T. pisiformis alter6 el comportamiento de las conejas,
disminuyendo su actividad locomotora y aumentando su conducta exploratoria y
disminuyo la cantidad de embriones implantados, con mayor altura de la mucosa

uterina y mayor cantidad de linfocitos y macréfagos.
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EXPERIMENTO 3

Describir histologicamente la mucosa del intestino delgado en el sitio de

establecimiento de Taenia pisiformis en el modelo del hamster

INTRODUCCION

Cuando un individuo es infectado por un agente patégeno como un virus, bacteria o
parasito, se inicia una respuesta inmune destinada a evitar el establecimiento del
patdgeno. En esta respuesta participan un conjunto de células inflamatorias, entre

ellas los linfocitos y macréfagos (Weary et al., 2009; Dantzer, 2004).

Las parasitosis modifican diferentes aspectos de la fisiologia del huésped, incluyendo
la expresion de algunas moléculas como citocinas y hormonas, lo que resulta en la
modulacién de la respuesta inmune inducida contra los mismos, que a veces favorece
la supervivencia del parasito en un hospedero inmunocompetente (Escobedo y
Roberts, 2005; Dantzer, 2004).

La Teniasis causada por T. pisiformis afecta a zorros, coyotes y perros, estos
depredadores son infectados al consumir cisticercos que se encuentran en las
visceras de conejos o liebres. Los cisticercos evaginan por la accién enzimatica y biliar
y emerge el escélex el cual se ancla a su intestino delgado y se desarrolla la tenia que
se alimenta de nutrientes, glucosa y agua del intestino delgado del huésped, utilizando
su estrobilo a través del tegumento por el proceso de endocitosis y transporte activo
en contacto directo con la mucosa intestinal, ingiriendo particulas de moco o detritus
celulares por pinocitosis (Quiroz, 2005; Cornford et al.,, 2001). Al madurar la tenia
produce proglétidos gravidos maduros que contienen huevos que son liberados al
ambiente en las excretas del depredador. Los conejos son hospederos intermediarios
y se infectan al consumir los huevos liberados con los proglotidos (Quiroz, 2005). El
estudio del sitio de anclaje en estos depredadores es complicado por cuestiones

humanitarias y de manejo.
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De manera experimental se demostré que con distintas dosis de inmunodepresién los
metacéstodos de T. pisiformis son capaces de crecer en el intestino del hamster
dorado, e incluso llegan a su madurez (Toral-Bastida et al., 2011). Asi, considerando
gue los hamsteres generalmente presentan pocos problemas de salud, y que su
tamafio facilita su manejo, ademés de que en su intestino pueden desarrollar la fase
adulta de cestodos de T. pisiformis y T. solium (Vester, 1974; Toral-Bastida et al.,

2011) se propone como un modelo experimental adecuado.
El propdsito del presente estudio fue identificar cambios celulares en la mucosa del

intestino delgado de hamsteres infectados experimentalmente con el cisticerco de T.

pisiformis.
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MATERIALES Y METODOS

Alojamiento y alimentacion de los animales

Se emplearon 9 hamsteres dorados (Mesocricetus auratus) hembras nuliparas de 10 a
13 semanas de edad, obtenidas del Bioterio del Hospital Infantil de México “Federico
Goémez” y mantenidos en la Facultad de Ciencias Agropecuarias de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos (UAEM). Se formaron tres grupos, un grupo testigo y
dos grupos infectados con diferentes dosis de cisticercos. Cada grupo fue alojado en
jaulas para hamsteres de tipo comercial, con comedero y un bebedero graduado,
alimentados con alimento comercial nutri-cubos Purina® con 23% de proteina cruda y

agua, administrados a libre demanda.

Obtencidn de los metacéstodos de T. pisiformis

Los metacéstodos de T. pisiformis se obtuvieron de la cavidad peritoneal de conejos
infectados experimentalmente y se depositaron en un recipiente estéril con soluciéon
salina fisiologica al 4° C. Se procedi6 a su identificacion a nivel macroscopico,
tomando en cuenta sus caracteristicas morfoldgicas, seleccionando los metacéstodos

en estado vesicular que se encontraron integros.

Infeccion por via oral con metacéstodos de T. pisiformis

Un grupo de hamsteres se inoculd por via oral con 3 metacéstodos de T. pisiformis y
otro grupo con 6, utilizando unas pinzas de diseccion (Flores-Pérez et al., 2002). Se
observaron durante 5 minutos con la finalidad de asegurar que ingirieron la dosis
infectante administrada. Todos los animales fueron inmunodeprimidos 24 hrs post
infeccion con una dosis Unica de 4 mg de Acetato de Metil Prednisolona (AMP) (Pfizer)

via intramuscular (Flores-Pérez et al., 2002).
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Sacrificio humanitario

Los hamsteres se sacrificaron de manera humanitaria 21 dias post infeccién, utilizando

una sobredosis de pentobarbital sodico (100 mg/kg de peso).

Necropsias

Se registraron los hallazgos de la necropsia de cada animal en un protocolo disefiado
para este fin, principalmente a nivel del intestino delgado en el sitio de fijacion de la
tenia. En todos los casos se obtuvieron imagenes representativas de los hallazgos

anatomopatoldgicos.

Obtencion de tejidos y procesamiento histolégico

El sitio de anclaje de la tenia en el intestino delgado de cada animal fue obtenido y
fijado durante 72 horas en una solucion de Paraformaldehido (PFA) al 4%. Los
segmentos de tejido fijados se procesaron conforme a la técnica de inclusion en
parafina y se llevaron a cabo secciones histoldgicas semiseriadas de 6 um de grosor
(Rosas-Velasco et al., 2007) que fueron tefiidas con hematoxilina y eosina.

Determinacion del area de estudio
De cada tenia anclada al intestino delgado del hamster se analizaron nueve cortes
histol6gicos semiseriados con un total de 27 microfotografias cada una con un area de

2,400 um? con el objetivo de 40X.

Para los tejidos testigos se analiz6 un segmento de intestino delgado sano, utilizando

el area semejante donde fue encontrada la tenia en el intestino infectado.
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Cuantificacion de poblaciones celulares

Se contaron las células del sistema inmune presentes en el area analizada mediante
el uso de un microscopio acoplado a un analizador de imagenes que cuenta con
programas de computo especializados Motic Images Plus 3.0 (MIP 3.0), encontrando
linfocitos, macrofagos, neutrofilos y eosinofilos que fueron cuantificados (Betancourt-
Alonso et al., 2011),

Anélisis de la mucosa intestinal

Se realizé una descripcion detallada de las caracteristicas de las capas que se

encuentran en la mucosa y se midi6 la altura de la mucosa del intestino.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para
comparar las células presentes con el software estadistico GraphPad InStat.
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RESULTADOS

A la necropsia se observo que las tenias se encontraban en la parte media del
duodeno. De los tres hamsteres infectados con tres metacéstodos, cada uno tenia un
céstodo anclado, y de los tres hamsteres infectados con seis metacéstodos, dos
céstodos se encontraron en un hamster, uno en otro hamster y uno de los hamsteres
no desarrollo ningun céstodo.

De las seis tenias que se encontraron cinco se desprendieron y solo una se logro
guedar anclada al intestino del hamster, esta Ultima se encontré en el hAmster que se

infectd con seis metacéstodos en el que se desarrollaron dos tenias (Figura 15).

Figura 15. Tenia anclada al intestino delgado del hamster infectado con seis metacéstodos de T.

pisiformis a los 21 dias post infeccién. Tincibn con Hy E.
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Cuantificacion de poblaciones celulares

El nimero de linfocitos en los intestinos de hamsteres infectados con 6 metacéstodos
fue nueve veces mayor en relacion al grupo testigo y cinco veces mayor en relacién al
grupo infectado con 3 metacéstodos (P=0.001) (Figura 16), el nimero promedio
maximo de linfocitos observados fue 9.05+4.34EE y se aprecio en el grupo infectado
con 6 cisticercos, en tanto que el nimero promedio minimo de linfocitos fue de
0.73+0.43EE y se encontrd en el grupo control que no fue infectado, el patrén de
numero de linfocitos que se observo fue dependiente de la dosis ya que a mayor dosis

de infeccion la cantidad de linfocitos observada se increment6 (P= 0.01) (Figura 16).
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Figura 16. Promedio (xEE) de linfocitos presentes en el sitio de anclaje en el intestino delgado de los
hamsteres sin infectar (testigo), infectado con 3 cisticercos o infectado con 6 cisticercos, a los 21 dias
post infeccion.

** P=0,001, ** P=0.01; prueba de Kruskal-Wallis seguida por prueba de Dunn’s.

Con respecto a la cuantificacion de macrofagos, se observé un aumento del 5.40+4.28

en promedio para el grupo infectado con 3 metacéstodos y 5.78+3.46EE el promedio
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del infectado con 6 metacéstodos comparado con 0.91+0.85EE de promedio en el
grupo control (P=0.001) (Figura 17).
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Figura 17. Promedio (+EE) de macré6fagos presentes en el sitio de anclaje en el intestino delgado de los
hamsteres sin infectar (testigo), infectado con 3 cisticercos e infectado con 6 cisticercos a los 21 dias
post infeccion.

*** P=0,001; prueba de Kruskal-Wallis seguida por prueba de Dunn’s.

En el grupo control se encontraron escasos neutréfilos (0.02+0.02EE), en el infectado
con 3 metacéstodos se encontré6 un promedio de 0.54+0.16EE (P=0.01), y en el

infectado con seis se observo un promedio de 1.14+0.24EE (P= 0.001) (Figura 18).
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Figura 18. Promedio (xEE) de neutrofilos presentes en el sitio de anclaje en el intestino delgado de los
hadmsteres sin infectar (testigo), infectado con 3 cisticercos e infectado con 6 cisticercos a los 21 dias
post infeccion.

*** P=0,001, ** P=0.01; prueba de Kruskal-Wallis seguida por prueba de Dunn’s.

En el infiltrado inflamatorio (Figura 20), también se encontraron eosinofilos, células del
sistema inmunoldégico comunmente presentes en infecciones parasitarias. Estas
células se encontraron en el tejido infectado con 3 metacéstodos (0.02+0.02EE), y en
el infectado con seis metacéstodos (0.19+0.07EE) (P=0.05) (Figura 19).
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Figura 19. Promedio (xtEE) de eosindfilos presentes en el sitio de anclaje en el intestino delgado de los
hamsteres sin infectar (testigo), infectado con 3 cisticercos e infectado con 6 cisticercos a los 21 dias
post infeccion.

*** P=0.001, ** P=0.01; prueba de Kruskal-Wallis seguida por prueba de Dunn’s.

Figura 20. Microfotografias representativas de leucocitos presentes en el sitio de anclaje en el intestino

delgado de los hamsteres. Objetivo 40X (linfocitos, macréfagos, neutrofilos y eosindfilos): (a) Testigo,

(b) Infectado con 3 cisticercos, (c) Infectado con 6 cisticercos a los 21 dias post infeccién.
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Andlisis de la mucosa intestinal

La histoarquitectura de la mucosa del tejido sano fue normal con las vellosidades bien
definidas, al contrario de la mucosa de los intestinos infectados donde se perdié su
estructura normal, ya que se encontraron deformidades en las vellosidades y un

retraso en su crecimiento, asi como ruptura de criptas de Lieberkuhn (Figura 21y 22).
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Figura 21. Promedio (tEE) de la medicion del grosor de la mucosa intestinal de hamsteres testigos,
infectados con tres cisticercos e infectados con 6 cisticercos a los 21 dias post infeccion.
***pP=0.001; prueba de Kruskal-Wallis seguida por prueba de Dunn’s.

Figura 22. Microfotografias de la mucosa del intestino delgado de hamsteres: (a) testigo, (b) infectado

con tres metacéstodos, (c) infectado con 6 metacéstodos, a los 21 dias post infeccion. Objetivo 10X.

Las flechas indican el aspecto de la mucosa donde estaba anclada la tenia.
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DISCUSION

El incremento de los macrofagos en los grupos infectados puede ser atribuido a la
fisiologia que poseen estas células, consistente en la exclusion de patdégenos
principalmente a través de la fagocitosis, funcién que llevan a cabo en conjunto con
otros tipos celulares como los eosinofilos y mastocitos. Ademas, tienen una funcion
relevante en el proceso inflamatorio al sintetizar mediadores quimicos como las
citocinas pro inflamatorias que promueven diversos eventos tisulares como el
reclutamiento de células (Kreider et al., 2007). Los macrofagos y neutrofilos pueden
matar a los parasitos mediante la generacion de metabolitos reactivos de oxigeno y

oxido nitrico y secrecion de citocinas pro-inflamatorias IL-6 y TNF-a (Klein, 2004).

En el infiltrado inflamatorio, también se encontraron eosinéfilos, que son células del
sistema inmunologico presentes en infecciones parasitarias. Estas células se
encontraron en el tejido infectado con 3 metacéstodos y aun mas cantidad en el
infectado con seis metacéstodos (P=0.05). Los eosinodfilos se les considera como
células asociadas a microorganismos de defensa contra organismos grandes como los

helmintos (Behm y Ovington, 2000).

La histoarquitectura de la mucosa del tejido sano presentd las vellosidades
caracteristicas bien definidas, al contrario de la mucosa de los intestinos infectados
donde se perdid6 la estructura normal, encontrandose deformidades en las
vellosidades, asi como ruptura de las criptas de Lieberkuhn. Esto concuerda con el
aspecto de la mucosa estudiada en hamsteres infectados con el cisticerco de T.
solium de manera experimental (Avila et al., 2002). Adicionalmente, logramos medir el
grosor de la mucosa, encontrando un adelgazamiento progresivo dependiente de la

dosis de infeccién que no se habia referido en otra teniosis.
La pérdida de la histoarquitectura de la mucosa del intestino delgado del hamster

pudiera ser debido a la muerte celular, que es el resultado mas comun de las

infecciones, proceso que tiene un papel importante en la interaccion huésped-parasito.
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Actualmente se han descrito varias formas de muerte celular que dependen de
diferentes factores, que incluyen la naturaleza del patégeno, la carga parasitaria y el
sitio de infeccion (Labbe y Saleh, 2008). Si una célula infectada es proclive a cometer
apoptosis y privar al invasor de la oportunidad de multiplicarse y diseminarse,
entonces para que el agente patégeno pueda reproducirse, éste debe encontrar

formas de evitar esta proclividad de la célula huésped.

Hay muchos ejemplos de virus y bacterias que pueden interferir en numerosos puntos
de las vias extrinseca e intrinseca de apoptosis, para prevenir la muerte de la célula
huésped (Hacker y Fischer, 2002; Benedict et al.,, 2002). Los helmintos viven
extracelularmente y podria esperarse que se beneficien al inducir la apoptosis en las
células que el huésped moviliza para atacarlos. Estudios recientes con filarias (Jenson
et al., 2002), esquistosomas (Chen et al., 2002), cestodo T. crassiceps (Lopez-Briones
et al., 2003) y nematodos intestinales (Kuroda et al.,, 2002), indican que estos
helmintos se dirigen a las células inmunes del huésped interfiriendo con la apoptosis a
través de mecanismos que incluyen la interaccion FasL-FasR. En ratas infectadas por
el nematodo intestinal Nippostrongylus brasiliensis se observan células intestinales
desprendidas mostrando fragmentacion nuclear, activacion de caspasa-3 y ruptura
especifica de la polimerasa (ADP-ribosa). Este nematodo intestinal induce la
aceleracion de la apoptosis en las células epiteliales de las pequefias vellosidades
intestinales in vivo, indicando que N. brasiliensis produce y secreta moléculas
biolégicamente activas que desencadenan la apoptosis en las células epiteliales
intestinales junto con la regulacion positiva de la expresién de Fas, sin dilucidar
claramente el mecanismo de induccion de la apoptosis (Kuroda et al.,, 2002). La
apoptosis de las células vellosas puede ser desencadenada por células NK o células T
citotoxicas a través del ligando Fas o por las interacciones del receptor del TNF-a
(Green, 1998).

Por parte del huésped, la apoptosis mejorada en las células epiteliales intestinales

podria ser relevante para la eliminacion rapida de las células dafadas y la
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remodelacion de las células epiteliales intestinales a células que producen mucinas

especificas, facilitando la expulsién de los helmintos (Kuroda et al., 2002).

Se han reconocido varios mecanismos mediante los cuales los helmintos prolongan
sus infecciones, incluido un aumento de las células inmunorreguladoras, la inhibicion
de las respuestas Thl o Th2, dirigiendose a los receptores de reconocimiento de
patrones (PRR), o reduciendo la cantidad de células inmunitarias mediante la

induccion de la apoptosis (Zakeri, 2017).

La apoptosis provocada por helmintos en las células inmunes agota la inmunidad del
huésped, lo que iguala el camino para generar un ambiente permisivo y una infeccién
cronica (Zakeri, 2017). Por otra parte, la destruccion de los tejidos infectados a
menudo es concomitante con la muerte del agente infeccioso promoviendo la
eliminacion eficaz del parasito, dificultando su replicacion y diseminacion (Labbe y
Saleh, 2008).

Otra posible via de la pérdida del tejido pudiera atribuirse a las metaloproteinasas
(MMP), las cuales regulan el crecimiento, proliferacion, degradacion de colageno de la
matriz extracelular, y son pieza clave en la apoptosis (Mukherjee y Swarnakar, 2015;
Rempe et al.,, 2016), ya que observamos una mayor cantidad de macréfagos y
linfocitos que son células que liberan grandes cantidades de MMP de sus granulos
(Bruschi y Pinto, 2013; Yin et al., 2011).
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CONCLUSIONES

En los tejidos analizados, se observa una pérdida de la histoarquitectura de la mucosa
intestinal de animales infectados, y la cantidad de células inflamatorias, células como
linfocitos, macréfagos, neutrdéfilos y eosindfilos, fue mayor en los animales infectados

en comparaciéon con el grupo control.
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vimalenece: of the discase may change depending on the sex of the aifzcicd animal. I the cesindiasis cansed by Tremia soliws and
Taenia crazriceps, Temales pme more suscepiible to cxpenmental infection than mals. Cysticercosis by Taemin pisgformis n
rabhits has sequired relevance due to s coonemic impact, mamely affccting welfane and prodection. In America, speci fically in
Mexico, there arc no formal reports: on the infection with T° pisiformis melacesindes in popalations of wild rmbbits, despiie being
the: coumiry with mome endemic specics (about 15 species), among them, the volcanocs ebbis or the cndangered teponngo
(Rossererlapus dizs), In this stedy, 31 wald rabbits were obiained by homters of some repions of Morclos state daring several
mting scasons, and sex, physiological stape, and number of metacesiodes wene recorded. A hiph frequency of infection by
T, pizgormic metacesindes (67.7%) was found. Also, a hipher suscoptibility (o this infection was observed in docs (30FE infiecied)
comparcd to bucks (40%), finding B4.2% of metacesindes (235 metacestodes) in docs and 15.8% of metacestndes (44
metaccsindes) in bucks, The perceniage of mfection was higher in laciating compared with pregnant and non-pregnant does,
with metacesiodes badging mainly in the vicns. Increasing our knowledpe reganding parmsitic micctions can help us belier
understand transmission circles as well as the parssile-host ineraction of these increasingly sl risk rabbit specics.
Erywords Meiacesindes: - Rabhils - Dimorphism - Infection
Intreduction contribubs W the cxtinelion of specics when they affisct repro-
duction of mdece mass death (Hare and D 2003 Heand
Parasilc infections in animals can lead wo significant coomom-  etal. 301 3). Parasiics can indoce modifications in dee bahavior
it logses, alicrafions in animal welfare and may cven  of thear hosis by facliisimg their imnsmission and allowmg
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parasiies lfe cycle fo continue (Berdoy of al 2000, for n-
glance by modifying host iropism in cesponss o stimoli swch
ag light, pravily, amd mosiore of modifying U host's reac-
L Loy Lhrcal stimuli &% a lack of nesction o prodators (Moons
HOZ) or alicrmg hormodns levels i Geiliaie thear establish-
menl and reproducton (Larralde o al. 1995).

Sl dimorphisem is 2 well-docuimented phonomemog ob-
gorved sl all bevels of the animal kingdom. Historically, sex
hisrrminics. had bosn imaplicated as key players i a wide aray
of pathologics displaying scxual dimorphizm m ther clology
and progression. While sex hormones cleady contribule o
sexually dimorphic diseass, olher faciors may be involved
in this phenomenon & wl (Quinn el all 3004). Males and
fermales differ across a broad specirum of morphological,
plhysiological, and behavioral characieristics. In fact, sex-
relaied dimorphic feiures are peacrally the componcat of
this highcst phenotypic varmmnse n most of the axa thal oo
disce sexually. In addition o the most congpdcuous sexual
dimorphism directly associatsd with primary reproductive or-
pais aml morphology, there it sexual dimorphisin assoetaled
with bohavior and physiology in different species. While ro-
search has mamnly focused on uaraveling the specific penetic
and cavirommenital effocs of sex, there is an iniriguing possi-
bility that innsic physiological diffenences botween fomabes
and malea play an important role in the onset of discase, qus-
ceplibility, prevalence, and trestment responss (Righy and
Kulathaial 201 5). The importance of sexoonsl dimorplisim has
recenily boen highlighicd with the nclusion of both scas in
climical trials and basic rescarch becoming mandatory (Palmer
amd Cloge 3015).

Maturally derived from sexual dimorphism iz the sex-
biased skew in the occumence of several ilinesses, and the
ryriad of differences expressed as behavioral cifects. For ex-
ampls, a scx-associated suscoptibility has bocn reporicd for
mmuliiple sclemsis, for which a genctic associstion has been
demonsirsied (Boarpuiba-Hachemmi cf al. 200 &), while another
sindy looking &l sex differences in dnug susceplibilily wsing
michsdone-associsted e prolongation in heroin-dependent
paticnis found thal men anc more susceplible than women
(Chamg cf al. 2002 A slsdy of the profile of prodeins sssoci-
abied with susceptibility or resistance o dici-induced obesiby
proposed sex-specific madical treatment of obesity (Chioi ot al.
201 ). Furthermore, sex differcnces in the necleus accumbens
transcriptome profiles had been associaied with susceptibiliny
wersns resillicncs o sub chronic vansble siress inoan animal
model of depression, where behavioral eifects were observed
in females bl not in males (Hodes et al. 2005).

With rezard (o parasitosia, the signs of the discase and its
wirabsnes can vary depending on the host sz Both in animals
and humans, variabillity in the response o parasile infecbion
hiss becn attributed to facton as diverse as the capression of
hormones, the imemune response, or even differences in the
ricrrbioda (Duncsn and Fhert 200 2). In the cestodiasis cassed
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oy Bimeericr surlium and Taerio cracsceps, the parasiise loads in
females ane larger than those of males. This dimorphism has
Iseen atiribwicd io the hormoanal covirnment prevaling i the
female i which estrogen and progesterone fvar the develop-
imeal of e paragiie, coupbed with factors inlerent io he par-
asiles such as the ability to synthesize hormoses or analogs of
anvaran hormones thal Brvor theer developeaenl (Protas e al.
2008, which may result in the eminiztion of the male host in
imice (Larralde o al 1995; Morales et al. 2002 Identilying
the dimorphism in sabaral infeciions conirbuies mporianily
oy the eoatrol of discases, focusing the strtegies of provenlion
o the hoet of the susceptible sex (Duncu and Ebert 20120,

Cysticereoss by Taenia piciformis (1 pivdformi) in rablis
et sequired coonomic rebevance due b is efect on amimal
wlfune and production. Behavioral altertions in experimen-
tadly nfocted Mew fealand ralsbil mole nclede o dosnesad
physical condition being prosirate and a reduction in their
waler mtake (Hetsncour-Alonso of al. J011), while experi-
imeatally infeciod Mew Scalend does display a desreased pro-
lificacy (HallalHCaleros ef al. J006). T piefivmic cysticenco-
sig involves mbbis a8 micrmediaie host and fones, amd eoy-
oiles or dogs as definitive hosis, [n America, specifically in
Mexico, there are no formal daia on the cxistence of
T piviformis metacesiode i populations. of wild rabbis, de-
spilc being the couniry with aboui 15 spoeciea, which is the
largesl mumber of cndemic specics of rabbits in amy couniry;
among them, the rabbit of the sl and the mabbil of the
vilcamnes also called racsiuche or wpormgo (Romerolags
diaz) are endanpercd (Farlas-Gonsiles 20010 T piifivmis
is widely distribuied seras dee world, bt is uaknown whbether
il is a native of intredsced species. The presence of man smnd
the devasiation of the habilai arc Gcioms thal can limii the
prowth of te populstion of wild rabbils. However, liide is
known abowl the parssitic dscases aflfccting populations of
wild rabbits and the reproductive alicrations they entail, which
may in barn play a rele in the extinetion of susceptible specics
(Wang e al. 201F). The aim of this siudy was o caplone the
infecticn with T pisiformis meosstodes in wild rabbits in the
stale of Monclos, Mexico, by cvaluating parasiie loads of nat-
urally infected meales and Females.

Material and methods
Animals

The wild rabbits were captured by local huniicrs sith a ot
licemse during the scasons allowed for hunting. Humers con-
ducted lepal hunting in order to obtain food, allewing us o
cuamine hunted animals immediately afier. The specics of the
hiumted wild rabbit was Splvilagus Toridasss, 8 non-
cndangened specics. From cach slanghiered rabbil, the sex
amd the physiological slape were recorded, considering
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prognani docs those whose vicrus had feiozes in the vierine
hinrms, lsctating docs those whose mammary glands were
dievelopod bul withouwi the presence of feiuses, and non-
propiant, those dos withoul development of mamemary
glands or fewses (Zamora-Hoeenla ol al. 2005; Portales-
Betancoonrt ot al. 20100, Rabbitzs were collected from
Decembed 2003 o February 2006, in the municipalitics
Temixeo (1299 menm, TH* 51° 107 N, 99" 137 38" W),
Tepaleingo (1100 menom., 18" 35° 427 M, 98" 50° 07 W),
and Tlahiizapan (945 menm., 18 41 00° N, 99° 07 (4"
W, atl the siaie Morelos. 'We recorded the exact location
whirs cach rablxil was slavghicred by mean of geographic
posilining sysicmes (GPS V, Garmin Lid), obsining avio-
pralic information on detadled rowles and maps.

Parasitic load

To determine the presence of metscesiodes, an meision wa
eaadc im the abdominal midline of the rabbils, and the aldom-
imcal, pelvic, and thoracic reghong were macroscopically
mspected. Mhologrmaphic imapes of melscestode 0 sily wens
obtamed, they were masroscopically counled, and the arsiom-
il location was rocorded.

Statistical analysis

Diala analygis ws poerformed wsing a Fisher's exsetl test com-
paring proforiions of mleted ad wninfected rabbis (femabes
and malea}; also, i was uwsed o compare ihe proportion of
infincted fomalo: botween cach physiobzical stape (pregmnt,
Laciating, and sos-pregnant). To compare the number of
melacesindes in cach goup, a ricsl was wsed. The iesis were
coisdened skpnifcant sl the 5% bevd of dgnificance, with a
valoe less then 005, The eatistical software in vivo stat 3.7
was el

Results

The 18 huwils wene canficd oul b thiee munbcipalitics of the
glate of Morclos, 12 were performed in the municipality
Temines, whene 25 rabbits were captured (seven bucks, two
prognant, five laciating, and 11 nor pregaant snd aot laciaiing
docs). Three rabbits were collected in the manicipality
Tepaleingo (one buck, onc pregnant, and onc lactating docs),
and three rabbils were caplured in Tlalizapan (two bucks and
o preznant doe). From fe rabbits capiuned in cach miamic-
ipality, the perceniage of infection was 68% in Temizco, 67%
in Tepalcings, and 67% in Tlalizapsn.

Durimg the: study, 31 rabbits were cxamined (21 does and
10 bucks), with 67.7% of the toal animals infecied by
melacesindes. Fighty percent of doca (a=17) and 40% of
bucks (g =4) were infected (F=0.02) (Fig. 1a). From the 21
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Fig. 1 Pecemtage of infection with T pisiemiy motacestedes, i wikd
rabihits, @ Uninfocted (empty bor) or infocied (Rl ko) bk (w= HK) aml
dhoes (s 21 *F = 0005, Fisher's et test. b Peroeniage of uninfocted or

infoched doos acconlmy; o the physiclogical stago (pregnant a =4,
ls=tating & — &, nos-pregsant and no-lactating s—= 11 =" F= 0001,
P = 0. Fisher's exact test

daea slauphiered, four were pregnant, six laciating, and 11 that
ware neilher pregnant nor lactating. Seventy-five percent of
total prepnant doecs, 106 of keciating, and T2% of ncither
prognant nor laciaiing wene infociod with metacesindes (Fig.
Ik}, The percentage of infection was higher in lactating
(=07} and mon-pregnant (F=00001) than in pregnant
docs. The comparison between laciating and non-pregnan
was o signi ficand (P> 0.05) (Fig. b

The anabemical kocation of the 279 meiacesiodes recovenal
in does and bucks was ag follows: 185 (66%) were found in
thi periboncum, T2 (26%) in meseniery, 21 (7.5%) n the pel-
wic region, and 1 (0.5%) in the thoracic cavity. In males, 39
(HF%) metacestodes were found in perdlonsum, 9 (1 8%} in
mescmlery, and 1 (2%) in thomcic cavity. In the does, 151
(6%} were found in the peritoncum, 63 in the mesenlery
(27%), and 21 (%%) in the pelvic region. In pregnant docs,
15 (326%) were found in the peritoneam, 135 (32.6%) in the
mesenlery, and 16 (34.8%) in the pelvic region (Fig. 21 In
lactating, does, we found 21 (75%) in the peritoncum and 7
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Fig. 2 T pisiformes moscestodes (arows) in the pelvic region of a nae
urally edoctod wikd rabbit

(25%) in mesentery. In non-lactating fomales, we found 79
(71%) in the peritoncum and 32 (29%) in mesentery. Ako,
in addition to the fact that the docs were found infected more
frequently (Fig. 1a, P=0.0), the parasitic load n them was
higher than m males. In bucks, 15.8% (44 metacestodes) were
found, ranging from six to 14 per rabbit with a mcan of 4.4 +
1.9, whilc 84.2% (235 mctacestodes) were found in docs,
ranging from 2 to 31 and a mean of 11.19+2.06 (P =0.02).

Discussion

The bost endocrine system has an important role in the estab-
lishment and development of parasitic discascs, where the sex
of an individual can result in cither susceptibility or resistance.
In the current work, it was observed that females are more
frequently infected with 72 pisiformis metacestodes, peescat-
ing 80% of infection (n =21). This infection could be favored
by the hormonal eavironment of the does as sugpested by
studics on parasitcs such as 1. crassiceps and Toxoplasma
gondit, which show that cstrogen influcnces their cstablish-
ment favorably (Pung and Luster 1986; Huerta ot al. 1992,
Mocalcs-Montor ct al. 2002).

All capturcd lactating females were infected with
cnablcs lactation, also participates in the regulation of immunc
functions against parasitic infections in rabbits (Moncomble
ot al. 2005). During infection with Toxoplasma Gondit or
Leishmania sp., prolactin stimulates the production of anti-
bodics and THI interleukins. Likewise, in humans suffering
from arthritic discascs, prolactin promotes the activation of
macrophages (Plocifski et al. 2007). It has also been reported
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that prolactin canses an increase in the susceptibility of some
parasites, for cxample, in dary cattle, a greater amount of
prolactin makes them more susceptible to infections by
Trichostrongylidae (Plocifski et al. 2007).

Regarding cestode infections, it is known that during carly
stages of experimentsl murine cysticercoss cansed by Taenia
crassiceps, there i an initial transient Th-1 immune response
that sssociates with a low rate of parssite reproduction, tuming
into aTh-2 response associated with an increment in the rate of
parasite reproduction. One of the main cytokines involved n
the Th-2 immune response is [L-6, a pleiotropic molocule that
stimulstes the release of prolactin from the anterior pituitary
pland (Yamaguchi et al. 1990). To our knowledge, no studies
have been reported about profactin levels i animals perasitiond
with cestodes, but it 8 known that [L-6 is a cytokine whose
levels increase with infection (Morales-Moator ot al. 2001).
Thiss, an mcrement in prolactin could Evor the establishment
of the parasite. Resstance and susceptibilaty to different para-
sitic discases have been associated with the peedominance of
Thi- or Th2-type immune responscs. Thl immune response
alko plays a fundamental role in protection against Taenia
ment, and also it is well known that vaccinated pigs show an
increment i the peoduction of Thi cytokines (1L-2 and IFN-y)
but not of Th2 cytokines (IL-4 and IL-10), possibly interfering
with the successful cstablishment of parasites (Diaz ct al.
2003). Therefore, an increment in circulating prokactin could
also be bencficial in the cstablishment of cestodes in the host,
lactating animals becoming moce susceptible to infoction.

Hormmonal cavironment is modulated during cestodes infoee-
tion. For instance, Taenta crassiceps cysticercosis induccs an
impressive feminization peocess in male mice during chronic
infection, chamcterized by increased scrum cstradiol levels 100
times their normal values, while secing those of testosteroac
and dihydrotestostcrone reduced by 85 and 95% respectively.
Concomitantly, the levels of follicle-stmulating hormone and
IL-6 arc increased by 70 and 90 times their normal values in the
infected male mice (Morales-Mondor of al. 2001).

In this study, we obscrved that docs arc infected in a
higher proportion than bucks (80% in docs vs 40% in bucks,
which is in agrecement with a work donc in the Iberian
Peainsula in which they obtained a prevalence of 38.1% in
docs and 25.5% in bucks (63 docs and 51 bucks) in the
North, and in the South, 20% of 35 docs and 11.5% in 26
bucks of wild rabbits infected by 70 pisiformis metacestodes
(Blasco ct al. 1996). Our findings should be cvaluated while
focusing on the ability of the cestode to affeet reproduction,
since it has been reported that in domestic rabbits, this in-
fection in docs decreasces the size of the litter to 50%, being
rclated with an increase in progesterone levels (Hallal-
Callcros ¢t al. 2016). In our work, mctacestodes of
T. pisiformis were found ncar the ovary, a situation that
has not been previously documented. Gemmell (1965) oaly
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peferred that the metscestodes have an alliniy o lodge n
the geniial regon bul docs sl specily the region or if they
arg in docs o bucks. This circumstance could aflect the
populations of wild rabbite, in addition dimdnighing the pro-
duciion in rabbdl frme, 22 well as those rised n backyands.

Conclusions

T. pixgformis infoction 15 a sex-associate] parasioss. A high
frequency of infection by 17 pisifarmis cgps was observed m
wild rablils, with a higher susesptibility and a hicher parasile
loads in docs. With respect 1o the physiological stage, the
prevalence of mivcton was ipher m lzctating does.
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