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Figura 1. A: Glandula mamaria de raton en desarrollo, las flechas sefialan a los
botones terminales (TEBs) (analogos a TDU en bovinos) que penetran en el tejido
graso. B: Unidad terminal ductal (TDU) en bovino. C: Imagen tridimensional de la
TDU bovina. D: Esquema de glandula mamaria desarrollada lobule=l6bulillo,
alveoli=alvéolos, duct=conducto, gland cistern= cisterna de la glandula, teat
cistern=cisterna del pezon, teat=pezon. Figurass A, B y D tomadas de (Capuco y
Ellis, 2005).

Figura 2. A) La referencia amarilla marca la posicion de la escuela M. C. y M. L.
Inchausti. Ubicada entre los partidos de 25 de Mayo y 9 de Julio de la provincia de
Buenos Aires (Google earth y Inav/Geosistemas SRL, 2012a). B) Imagen de los
edificios escolares y los dos subsistemas (tambo y recria) (Google earth y
Inav/Geosistemas SRL, 2012b).

Figura 3. Embudos para colectado de larvas.

Figura 4. Larvas recuperadas de las pasturas. A) Género Cooperia. B) Género
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en materia fecal del rodeo 2. C) Huevos por gramo en materia fecal de secas y
vaquillonas.

Figura 9. Positividad al HPG. Representa el porcentaje de animales que
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Figura 10. Diversidad de géneros de nematodos presentes en cultivo de materia
fecal.

Figura 11. Densidad de larvas por kg de materia seca respecto del tiempo (marzo
de 2007 a febrero de 2008).

Figura 12. Abundancia relativa de géneros larvales presentes en pasturas del
sistema de recria.

Figura 13. A, B, C) Huevos por gramo (HPG) en materia fecal de los tres grupos
de recrias. D: HPG de vaquillonas (se deja constancia que en esta tltima hay un
cambio en la escala del eje de las ordenadas de 10 veces con respecto a los
anteriores).

Figura 14. Diversidad de géneros larvales en cultivo de materia fecal del sistema
de recria.

Figura 15. Figura 15. Niveles medios de huevos de nematodos en materia fecal de
vacas (n=191) relacionados con los meses en leche. El mes de lactancia cero
corresponde al muestreo realizado entre los dias 0 y el 29 posparto. Las barras
verticales representan el error estandar de la media (SEM). El tiempo promedio de
lactancia de vacas fue de 358,5 dias + 4,8 (SEM).
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Figura 16. Produccion total de leche procedente de vacas agrupadas por su
positividad al HPG en torno a la paricion. A) Mes=-1: muestra de materia fecal
obtenida entre los dias -30 a -1, B) mes=0: muestra tomada entre los dias 0 a 29,
C) mes=-1 y 0: se toman dos muestras, una en el mes -1 y otra durante el mes 0;
D) mes=1: corresponde a muestras tomadas desde el dia 30 al 59.

Figura 17. Tiempos de lactancia de animales negativos y positivos al HPG. Mes -
1: muestra de materia fecal obtenida entre los dias -30 a -1. Mes 0: muestra tomada
entre los dias 0 a 29. Mes -1 y 0: se toman dos muestras, una en el mes -1 y otra
durante el mes 0. Mes 1: corresponde a muestras tomadas desde el dia 30 al 59.

Figura 18. Niveles hormonales séricos durante la lactacién en vacas con HPG>0,
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concentraciones hormonales a los diferentes tiempos (p< 0,05).

Figura 19. Toma de biopsia en una ternera Holstein. A) Introduccion de la aguja y
disparo del biopsiador. B) Estado del animal posterior a la toma de muestra. C)
Muestra de tejido mamario a ser retirada de la aguja de biopsia.

Figura 20. A) Biopsia completa de glandula mamaria bovina (X100). B) Unidad
ductal terminal (TDU) X 400. El area azul en ambas figuras representa al
parénquima mamario mientras que el area rosada-blanquecina corresponde al
estroma mamario. Coloracién: Hematoxilina/eosina.

Figura 21: A) Muestra control negativo de la técnica de inmunohistoquimica, la
cual carece de anticuerpo primario. B) Muestra tratada con anti-PCNA. C) Muestra
tratada con anti-IGFBP-2. D) Mascara de la imagen —B revela marcacién nuclear.
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Figura 22. Evaluacion de huevos por gramo (HPG) segin la edad en terneras
tratadas con antihelminticos y controles Las barras representan las medias = SEM.
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Figura 24. Medias de las concentraciones séricas de IGF-1 a las 20, 30, 40 y 70
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Figura 28. Porcentaje de parénquima en biopsias de glandula mamaria en animales
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Figura 29. Inmunomarcacién con anti-PCNA en glandula mamaria de terneras
tratadas (izquierda) y controles (derecha) a las 20, 30, 40 y 70 semanas de edad.
Las flechas indican nucleos de células PCNA intensamente marcadas (marrén) en
el epitelio que reviste las unidades ductales terminales. X 400.

Figura 30. Porcentaje de area inmunomarcada con anti-PCNA asociado a
parénquima de glandula mamaria de terneras tratadas con antiparasitario y controles
sin tratamiento a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. Las barras representan las

medias + SEM.

Figura 31. Inmunomarcacion para IGFBP-2, en terneras tratadas con
antiparasitario (izquierda) y controles sin tratamiento (derecha). Biopsias
realizadas a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. X 400.

Figura 32. Porcentaje de inmunomarcacion con anti-IGFBP-2 a las 20, 30, 40 y 70
semanas de vida. Las barras representan las medias + SEM.

Figura 33. Inmunomarcacion para IGFBP-3, en terneras tratadas con
antiparasitario (izquierda) y controles sin tratamiento (derecha). Biopsias
realizadas a las 20, 30 y 40 semanas de edad. X400.

Figura 34. Porcentaje de inmunomarcacion con anti-IGFBP-3 a las 20, 30 y 40
semanas de vida. Las barras representan las medias = SEM.

Figura 35. Inmunomarcacion para receptor de estrogeno o, en terneras tratadas con
antiparasitarios (izquierda) y controles sin tratamiento (derecha). Biopsias
realizadas a las 20, 30, 40 y 70 semanas de edad. X400. Las flechas indican
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En el presente trabajo se evaluo la influencia de las parasitosis gastrointestinales
sobre aspectos productivos de bovinos Holstein, investigando los mecanismos
fisiologicos involucrados. Con este proposito se evaluaron pardmetros productivos, de
desarrollo corporal y de desarrollo mamario y se determinaron variables enddcrinas y
receptores especificos.

Como primer punto se caracterizé parasitolégicamente el sistema de estudio, con una
exploracion detallada a lo largo del tiempo. En el tambo de la escuela agropecuaria
M. C. y M. L. Inchausti (prov. Bs. As.), se identificaron los géneros de nematodos
presentes, la oferta larvaria, la dinamica poblacional anual y la prevalencia de
pardsitos en las distintas categorias de bovinos presentes. El impacto de los
nematodos se evalud en vacas adultas (Subsistema tambo, vacas en produccion) y en
terneras en desarrollo (Subsistema recria). En el primer caso se evalud la produccion
de leche y la concentracién de hormonas involucradas en la lactogénesis y en el
segundo, la influencia parasitaria sobre parametros de desarrollo mamario en relacion
con las alteraciones hormonales encontradas.

Con el propodsito de evaluar la oferta parasitaria en el lugar de trabajo se realizaron
muestreos quincenales de las pasturas donde pastaban los rodeos, a lo largo de un
aflo, se colectaron las larvas de nematodos, se identificaron (segun género) y se
cuantificaron. Los géneros representados en el sistema fueron, Cooperia, Ostertagia,
Oesophagostomun, Nematodirus, Trichostrongylus, siendo Cooperia el género
dominante en el subsistema recria y Ostertagia el subsistema tambo, durante todo el
ano.

A todas las vacas del subsistema tambo (n=265) se les tomaron, mensualmente
durante dos afios, muestras de materia fecal para conteo de huevos de nematodos por
gramo de heces (HPG). Se realizaron, durante el primer afio, cultivos de huevos con
el objetivo de identificar y cuantificar las larvas parésitas. Un estudio similar se
realiz6 en el subsistema recria (n=450), incluyendo cultivos e identificacion de larvas,
durante doce meses.

Los resultados de los cultivos de huevos en materia fecal informaron que en tambo
Ostertagia fue el género mas abundante mientras que en recria Cooperia resultod ser
dominante, en coincidencia con la prevalencia larvaria de las pasturas. Ambos
géneros han sido reportados como los més patogénicos para bovinos, y los resultados
concuerdan con lo esperado para la zona de trabajo.

A las vacas en produccion (N=180) se les midid individualmente el volumen diario de
leche producida y se les tomd muestras de sangre para determinacion de
concentraciones de las siguientes hormonas relacionadas con la lactancia: hormona de
crecimiento (GH), factor de crecimiento similar a insulina de tipo 1 (IGF-1),
prolactina e insulina.

Las vacas que resultaron positivas al control parasitolégico (HPG>0) durante el
periparto (meses -1 y 0, siendo mes 0 el mes desde el dia del parto al dia 29 posparto)
produjeron un volumen anual de leche significativamente inferior que las negativas
(HPG=0). Esta merma en produccion estuvo acompafiada por menores valores séricos
de GH, IGF-1 y prolactina durante la lactancia, siendo todas hormonas responsables
de la distribucion homeorréctica de nutrientes y la regulacion de la actividad secretora
de la glandula mamaria.

En el subsistema de recria se generaron dos grupos de 20 individuos cada uno (con 4
réplicas una por cada estacion del afio), uno tratado con antiparasitarios
sistemdticamente desde el nacimiento y otro control, sin tratamiento. Todas las
terneras fueron pesadas mensualmente y se les tomaron, en cada oportunidad,
muestras de materia fecal para control parasitologico y muestras de sangre para



determinaciones de hormonas relacionadas con el crecimiento y el desarrollo (IGF-1
y progesterona). Por otra parte, se tomaron biopsias seriadas a 3 individuos de cada
grupo experimental (realizado para todas las replicas) a las 20, 30, 40 y 70 semanas
de vida, para determinar la posible influencia de la presencia de nematodos en el
desarrollo de la glandula mamaria En estas muestras se determinaron los siguientes
parametros: relacion parénquima/estroma, proliferacion celular, proporcion de
receptores de estrogeno de tipo a (ER-a)) y proporcidon de proteinas de union a IGF de
los tipos 2 y 3 (IGFBP-2 y -3). A las 70 semanas se midi6 el area pélvica de las
terneras.

Las terneras tratadas con antiparasitarios, presentaron mayor peso corporal,
adelantamiento puberal, mayor area pélvica y mayor concentracion sérica de IGF-1,
corroborando resultados anteriores de nuestro laboratorio. El tejido mamario de las
terneras tratadas resultd tener una mayor relacion parénquima/estroma, una mayor
proliferacion celular, una mayor proporcion de ER-a y una menor proporcion de
IGFBP-2 que el de las terneras sin tratar.

El menor desarrollo mamario presentado por las terneras controles podria estar
mediado sistémicamente por la menor concentracion de IGF-1, que a su vez podria
estar afectando la concentracion de los receptores de estradiol, hormona indispensable
para el desarrollo mamario en la etapa puberal. Ademads, el aumento de IGFBP-2
intramamario podria generar el secuestro de parte del IGF-1, dejando menos factor de
crecimiento biodisponible, efecto que se sumaria a la deficiencia sistémica observada.
El conjunto de estas situaciones (menor IGF-1 sistémico y biodisponible, menor
concentracion de los receptores de estradiol) explicaria los parametros diferenciales
de crecimiento entre los grupos experimentales.

Como conclusion general de este trabajo podriamos decir que la energia
redireccionada hacia el desarrollo y la reproduccion de los parésitos causa, en vacas,
una disminucion de su produccion de leche y, en terneras, un menor desarrollo de la
glandula mamaria, el cual es consistente con un retraso en el desarrollo general de los
animales afectados. Todos estos efectos estarian mediados, al menos en parte, por
alteraciones en el sistema regulatorio endocrino del hospedador.
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In the present work the influence of the gastrointestinales parasitisms was evaluated
on productive aspects of Holstein bovines, investigating the involved physiological
mechanisms. With this intention were evaluated, productive parameters, corporal
parameters and mammary gland development parameters and endocrine variables and
specific receptors were determinated. As first point parasitological characteristics of
system (in study) were determinate, with an exploration detailed throughout the time.
In the dairy farm of school M. C. and M. L. Inchausti (Buenos Aires province.), the
genus of nematodes were identified, the larval offer, annual population dynamics and
the prevalence of parasites in the different categories from bovine presents were
identified.

The impact of the nematodes was considered in adults cows (dairy factory’s
subsystem, cows in production) and in developing heifer calves (yearling heifer’s
subsystem).

In the first case the milk production was evaluated and hormones related to
lactogenesis were measured in serum. In the second case, the influence of the
presence of nematodes on mammary developmental parameters was considered, and
was related to the hormonal alterations.

With the purpose of evaluating the parasitic offer of the work site, samplings of the
pastures (performed every two weeks) where taken where herds grazing. Nematode
larvae were collected, then identified (according to genera) and quantified.

With respect to diversity, the genera represented in the system were Cooperia,
Ostertagia, Oesophagostomun, Nematodirus, Trichostrongylus. According to the
abundance, the dominant genera in all the system were Cooperia and Ostertagia at
spatial (both subsystems) and temporal (during the year) levels. The first was
dominant in the yearling heifer’s subsystem whereas the second was dominant in the
dairy factory’s subsystem.

All the cows in the dairy factory’s subsystem (n=265) were monthly sampled for
feces during two years for counting egg per gram (EPG). During the first year, egg
cultures with the intention of identifying and quantifying parasitic larvae, were
performed. The study was similar for the yearling heifer’s subsystem (n=450),
including cultures and identification of larvae, during twelve months.

The results of the egg cultures in fecal matter informed that Ostertagia was the most
abundant in dairy farm and in breeding Cooperia became dominant, in coincidence
with the larval prevalence of the pastures. Both sorts have been reported like most
pathogenic for bovines, and the results agree with the expected for the zone of work.
Milk production was individually and daily measured to all cows in production
(n=180) and blood samples for determination of hormonal concentrations related to
the lactation (GH, IGF-1, prolactin and insulin) were monthly taken to all of them.
The positive cows to the parasitological control during peripartum (moth -1 and 0,
being month 0 the month from the day of the parturation to day 29 posparturation),
produced an annual volume of milk significantly lower than negative cows (EPG=0).
This decrease in production was accompanied by smaller séricos values by GH, IGF-
1 and prolactina during lactation, being all hormones responsible for the homeorrectic
distribution of nutrients and the regulation of the secretory activity of the mammary
gland.

In the yearling heifer’s subsystem two groups of heifer calves (with 4 replicates one
by each station of the year) were randomly generated. One was systematically treated,
from birth onward, with antiparasitics drugs (n=20) and the other was left without
treatment, as control (n=20).
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All the calves were weighed monthly and, in each opportunity, samples of feces for
parasitological control, and blood for hormone determinations, (IGF-1 and
progesterone), were taken.

On the other hand, serial biopsies to 3 individuals were taken from each experimental
group (made for all replies) at 20, 30, 40 and 70 weeks of life, to determine the
possible influence of the presence of nematodes in the development of the mammary
gland. In these samples the following parameters were determined:
parenchyma/stroma rate, cellular proliferation, proportion of estrogen receptors a and
proportion of IGFBP-2 and -3.

The calves treated with antiparasitic drugs, had greater body weight, puberal
advancement, greater pelvic area and higher serum concentration of IGF-1 (in
agreement with previous results from our laboratory). The mammary tissue of the
treated calves had greater parenchyma/stroma rate, higher cellular proliferation rate,
greater proportion of estrogen receptors o and a smaller proportion of IGFBP-2
comparing with untreated heifers.

The lesser mammary development presented by the untreated calves could be
mediated systemically by smaller concentration of IGF-1, that could be in turn
affecting the concentration of the estrogens receptors, as estrogens and IGF-1 are both
essential for pubertal mammary development. Furthermore, the intramammary
increase of IGFBP-2 could capture part of IGF-1, leaving less growth factor
bioavailable. All these situations together (lower systemic and bioavailable IGF-1,
and lower concentration of the estrogens receptors) could explain the differential
parameters of mammary development between the experimental groups.

As general conclusion of this work, we can say that the energy redirected towards the
development and reproduction of the parasites causes a diminution of milk production
in cows, and a smaller development of the mammary gland, which is consistent with a
delay in the general development of the affected animals observed, in calves. All
these effects would be mediate, at least in part, by alterations in the endocrine
regulatory system of the guest.
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Capitulo 1: Introduccion




Los sistemas rurales de produccion son estructuras que resultan de la accion
antropica sobre los sistemas naturales (tanto en sus componentes organicos como
inorganicos). Su origen y evolucién estan asociados a necesidades humanas,
fundamentalmente de obtencion de alimentos (Sans, 2007). Los componentes del
agroecosistema son fisicos, como el sustrato geoldgico, el suelo, el clima o la parcela
de cultivo; biolégicos, como plantas, animales y microorganismos; y
socioecondmicos, como los humanos que lo habitan y/o explotan (Ortiz-Avila, 2008).

En los sistemas naturales, las poblaciones que forman la comunidad interactuan
con intercambio de materia y energia (Begon y col., 2006). Esta caracteristica la
comparten con los agroecosistemas, pero en este ultimo caso se suma el aporte
energético exdgeno, por parte del hombre, en pos del mantenimiento del sistema.

La palabra biodiversidad es la forma abreviada de diversidad biologica y fue
inicialmente definida como el conjunto de plantas, animales y microorganismos que
viven e interaccionan en un ecosistema (Wilson, 1988). También fue definida como:
“la diversidad de vida en la tierra en todos sus niveles, desde los genes a los
ecosistemas y los procesos ecologicos y evolutivos que lo sustentan” (Gaston, 1996).
Son también componentes fundamentales de la biodiversidad los procesos
funcionales que derivan de la especializacion e interaccion entre los individuos
(Williams y col., 1996).

Las relaciones entre los seres vivos se conocen como interacciones y pueden ser
de tipo intra o interespecificas y ocurren tanto en los sistemas naturales como en los
antropicos. Las relaciones interespecificas conocidas son: depredacion, simbiosis,
comensalismo y parasitismo. Estas relaciones constituyen algunos de los elementos a
través de los cuales opera la seleccion de individuos y que, sin intervencion humana,
conocemos como seleccion natural.

El parasitismo estd considerado como un caso especial de depredacion o
consumo. Begon define a los parasitos como “aquel grupo de organismos que obtiene
sus nutrientes de uno o de algunos pocos individuos hospedadores, normalmente
causando dafio pero no la muerte inmediata” (Begon y col., 2006). Por otra parte
Haldane, caracterizo a la interaccion Hospedador-pardsito como una de las mayores
fuerzas en ecologia y evolucion (Haldane, 1949). Se sabe que esta relacion es
promotora de coevolucién entre las especies. Esta resulta de la evolucion de una

especie en respuesta a la seleccion impuesta por una segunda especie, que a su vez es
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afectada por la primera especie. De este modo la seleccidon reciproca es un
prerrequisito para la coevolucion (Clayton y col., 1999).

La relacion hospedador-parasito genera en el hospedador un abanico de
consecuencias negativas a nivel de estado corporal y eficiencia bioldgica. En sistemas
ganaderos los parasitos provocan cuantiosas pérdidas y las presiones selectivas sobre
los parédsitos provienen mayormente del manejo humano. Las parasitosis son
combatidas por su impacto productivo, por lo que los cambios en los organismos se
producen mayormente en una direccion en donde una de las especies cambia mas
rapidamente que la otra. Un ejemplo de esto es la adaptacion que se produce en
parasitos sometidos a la presion selectiva de antiparasitarios y que se conoce como
resistencia antiparasitaria.

En el presente trabajo se investiga la influencia de parasitos nematodos
gastrointestinales en la produccion de leche y en el desarrollo de la glandula mamaria
de bovinos Holstein.

En los bovinos, la interaccion parasitaria ha sido exhaustivamente estudiada en
ganado de carne pero no tanto en vacas lecheras. En Argentina, algunos ensayos
indican un aumento en la produccion de leche del 5% en los animales desparasitados
durante la lactancia a intervalos mensuales (Biondani y Steffan, 1988; Fiel y Steffan,
1994). A pesar de estos antecedentes, la postura mas difundida entre veterinarios
rurales y productores sostiene que las consecuencias de la presencia de nematodos
gastrointestinales son escasas o nulas entre animales adultos, por haberse llegado a un
equilibrio hospedador-parasito (inmunidad adquirida).

Trabajos de nuestro laboratorio han descripto también consecuencias de las
nematodiasis en terneras de raza lechera, las cuales presentaron menor peso corporal,
menor area pélvica, retraso puberal y disminucién en la concentracion sérica de
hormonas involucradas en el crecimiento y la regulacion de la reproduccion (Mejia y
col., 1999; Lacau-Mengido y col., 2000).

En el presente trabajo se investig6 la influencia de los parésitos nematodos sobre
la produccion de leche y sobre el desarrollo de la glandula mamaria prepuberal. Es
por ello que, a continuacidén, se desarrollaran dos puntos introductorios que, en
apariencia, no tienen relacidon entre si, pero que seran necesarios para la correcta
comprension de este trabajo de tesis. En primer lugar, se comentaran las
caracteristicas del ciclo de vida de los parasitos nematodos que estdn asociados a

bovinos mediante la interaccion hospedador-parasito y se incluiran efectos conocidos
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de esta interaccion sobre los hospedadores. En segundo lugar, se explicara el

desarrollo normal de la glandula mamaria y su regulacion.

1.1 Parasitosis gastrointestinales en bovinos

1.1.1 Ciclo Biolégico de nematodos gastrointestinales

El ciclo de los nematodos gastrointestinales de bovinos es de tipo directo dado
que no involucra hospedadores intermedios. Existen dos fases diferenciadas, una en
donde el parasito se desarrolla dentro del hospedador y otra de vida libre.

El ciclo comienza cuando larvas infectivas (L3) son incorporadas con la
ingestion de forraje, y luego de desprendida su cuticula externa, penetran en la
mucosa del abomaso o intestino. Alli mudan a larva L4 y luego a L5, aumentando de
tamafio (Levine, 1963; Amour y Osbourn , 1982). Alcanzan luego la madurez sexual
y se produce la copula entre machos y hembras, las cuales iniciardn la oviposicion.

El periodo comprendido desde la ingestion de la larva hasta la hembra
ovipositando se denomina prepatencia. La duracién del mismo es variable segun el
género, oscilando en la mayoria entre 3 y 6 semanas (Steffan y Fiel, 1986).

El periodo externo, o de vida libre, del ciclo comienza cuando los huevos puestos
por los parésitos son eliminados junto con la materia fecal del hospedador. Cuando
las condiciones de temperatura y humedad son apropiadas los huevos eclosionan a
larvas L1, que se encuentran cubiertas por una cuticula. Con posterioridad mudan a
L2 cambiando la cuticula que las recubre. Durante estos dos primeros periodos las
larvas se alimentan de hongos y bacterias presentes en la materia fecal y acumulan
glucogeno (Williams, 1983). El desarrollo continta hasta L3 generando una nueva
envoltura por fuera y conservando la cuticula anterior. Esta caracteristica le otorga
una gran resistencia a las condiciones ambientales adversas aunque le impide
alimentarse, por lo que vive de sus reservas nutritivas.

El ciclo queda completo cuando las L3 infestantes abandonan la materia fecal,
favorecidas por condiciones ambientales como las lluvias, y migran a los pastos para
ascender por ellos. Cuando, mas tarde, éstos son consumidos por el ganado, se

produce la reinfeccion (Steffan y Fiel, 1986).



En la mayoria de los géneros se presenta una adaptacion que les permite sortear
condiciones ambientales adversas mediante la interrupcion temporal de su desarrollo.
Este proceso de denomina inhibicioén o hipobiosis (Steffan y Fiel, 1986; Fiel y col.,
2001) y consiste en detener su ciclo en la fase de L4 y permanecer en ella por varios
meses (4-5) para luego reanudar el desarrollo, pasando a L5 y posteriormente a

adulto, cuando las condiciones ambientales son favorables.

1.1.2 Ecologia de la forma de vida libre

La eclosion de los huevos es favorecida por condiciones de alta humedad y
temperatura media. El excesivo calor deshidrata las larvas siendo una importante
causa de muerte (Steffan y Fiel, 1986), por lo que las mejores condiciones para la
vida de las larvas en la region pampeana suelen darse en otofio-primavera.

Las lluvias, y en menor medida el pisoteo por parte del ganado, juegan un papel
fundamental en la migracién de las larvas desde la materia fecal a las pasturas
(Williams, 1983).

Las mayores densidades de larvas L3 se encuentran en las proximidades de la
materia fecal, dispersadas por los agentes antes citados. Como son altamente moviles,
ascienden a los pastos, encontrandose la mayor proporcion de ellas entre los 0 y 3 cm

de altura (Williams, 1983).

1.1.3 Interacciones dentro del hospedador

El medio interno del hospedador puede ser colonizado por distintas especies de
parasitos coinfectantes. El mismo se convierte en su medioambiente y es alli donde se
establecen las interacciones entre especies: pardsito-parasito y parasito-hospedador
(Pedersen y Fenton, 2007).

Entre parasitos puede plantearse competencia intra e interespecifica por recursos
o nicho. Algunos son mas eficientes en la utilizacion de los recursos o limitan el
establecimiento de otros parasitos. Por ejemplo, los nematodos del género Ostertagia
dificultan, en ovinos, el establecimiento y la oviposicion de otros nematodos como
Haemonchus, mediante la inducciéon de cambios en la fisiologia del tracto
gastrointestinal del hospedador (Dobson y Barnes, 1995). Por otro lado, se ha
observado que las infecciones de Trichostrongilus axei disminuyen las infecciones de

Haemonchus contortus y Ostertagia circumcincta en ovejas (Reinecke y col., 1980;
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Reinecke y col., 1982). Ademas, infecciones moderadas de Ostertagia circumcincta
atenuan la patologia normal causada por Haemonchus contortus en ovejas (Blanchard
y col., 1986). También, suelen darse interacciones positivas o aditivas, como es el
caso de las especies T. culimbriformis y O. circumcincta que pueden coexistir
causando infecciones con sintomas mas agudos que en las monoespecficas (Steel y
col., 1982).

Otras interacciones son las que surgen entre parasito y hospedador. Las mismas
pueden ser del tipo resistencia y/o resiliencia. Resistencia es la capacidad del
hospedador de controlar sus poblaciones parasitarias mediante el sistema inmune y la
resiliencia es la capacidad de los animales de soportar un cierto grado de parasitismo
y mantenerse productivos (Torres-Acosta y col., 2004). Estas caracteristicas varian de
un animal a otro dependiendo de la raza, la edad, la condicion corporal y el sexo. Las
razas cebuinas o aquellas razas emparentadas con cebi como los Brangus o Santa
Gertrudis son mas sensibles a las nematodiasis que las razas britanicas tradicionales

de la region pampeana (Suarez, 1994).

1.1.4 Relacion inmunitaria hospedador-helmintos

El sistema inmune de los vertebrados tiene una amplisima capacidad de reaccion
frente a una gama importante de patogenos, pero cuando se trata de parasitos
pluricelulares como los nematodos por ejemplo, la capacidad de eliminarlos
completamente se ve limitada, ya que éstos interactiian con el sistema inmune de tal
modo que pueden evadir, atenuar o modificar su actividad.

La respuesta inmune generada por parte de los vertebrados a causa de la
presencia de helmintos es totalmente diferente a la inducida por patogenos
bacterianos. Los helmintos inducen una respuesta de tipo Th2 la cual involucra
diversas interleuquinas (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13), anticuerpos como
inmunoglobulina tipo G1 (IgG1l), inmunoglobulina tipo E (IgE) y la expansion de
poblaciones de eosinodfilos, basofilos, mastocitos y activacion de macréfagos
(Finkelman y col., 2004; Anthony y col., 2007).

Una vez que el parasito estd en el tracto gastrointestinal, produce antigenos que

son endocitados por células dendriticas de la mucosa, las cuales migran a los ganglios



linfaticos regionales y presentan estos antigenos a los linfocitos T CD4+ y CD8+
(Fainboin y Geftner, 2011).

En el caso de la inmunidad tipo Th2 las células CD4+ juegan un papel
fundamental (Mohrs y col., 2001), expresando diversas citoquinas y quemoquinas,
entre ellas IL-3 e IL-9. Estas activardn mastocitos y basofilos (sistema inmune innato)
que produciran IL-4. En el mismo sentido, también las células CD4+ produciran IL-4
e IL-13 (sistema adaptativo). De este modo las mencionadas IL son sintetizadas
conjuntamente por el sistema innato y el adaptativo.

Las células epiteliales del intestino, ante la presencia de parasitos, producen IL-
25 e IL-33, las cuales activan a otros leucocitos llamados nuocitos, que producen IL-
13 como respuesta, lo que da mayor sinergia al sistema ya descripto. Las IL-4 y 13
seran captadas por los receptores IL-4R e IL-13R presentes en musculo liso y células
epiteliales del intestino (Allen y Maizels, 2011), que se activan y estimulan la
hipercontractibilidad muscular y el movimiento de las microvellosidades de las
células epiteliales para favorecer la expulsion de los parasitos (Cliffe y col., 2005).
Las células epiteliales, ademds de su funcion de barrera fisica, son componentes
integrados a la inmunidad innata y adaptativa (Saenz y col., 2008) y responden,
ademas, promoviendo la diferenciacion de las células glandulares, lo cual eleva la
secrecion de moco (Hasnain y col., 2011) y aumenta la produccion de resistina
similar a molécula § (RELM B) que es una proteina con efecto directo antihelmintico
(Artis y col., 2004; Herbert y col., 2009).

El perfil humoral de la respuesta Th2 se centra en la elevacion de los niveles de
IgG1 e IgE. Estos isotipos de inmunoglobulinas son dependientes de citoquinas, las
cuales derivan del sistema inmune adaptativo e innato (IL-4) (Satoguina y col., 2005).
Los anticuerpos serian particularmente importantes en la mediacion de la respuesta a
los estados extraintestinales de las infecciones con helmintos, generando una
reduccion en la eficiencia bioldgica (“fitnnes”) de los parasitos (McCoy y col., 2008;
Harris y Gause, 2011). Ademas existen evidencias in vitro de que IgE ejerceria
efectos citotoxicos sobre larvas de helmintos (Capron y col., 1995).

Esta respuesta de tipo Th2 presenta algunas caracteristicas favorecidas por la
seleccion natural frente a otro tipo de respuesta inmune. Ya que es de tipo no
inflamatoria y al mismo tiempo reparadora del tejido dafiado (Eming y col., 2007).
Ademas tiende a encapsular los macroparasitos mediante una matriz extracelular de

proteinas (Allen y Wynn, 2011).



1.1.5 Regulacion por parte del parasito

Investigaciones recientes de la relacion hospedador-parasito han mostrado que la
presencia de parasitos redunda en algunos beneficios indirectos para el hospedador;
como es el caso del desarrollo de un tipo de respuesta inmune que previene ciertas
patologias inmunitarias. Si bien este hecho se estd estudiando particularmente en
humanos, es relevante destacarlo ya que la similitud del sistema inmune entre
mamiferos es muy alta.

Sistemas experimentales han vinculado las infecciones parasitarias con la
marcada expansion de poblaciones celulares de naturaleza inmunoregulatoria, como
la activacion alternativa de macrofagos T reguladores y B reguladores (Allen y
Maizels, 2011).

Por otra parte, se ha observado que numerosas alergias y condiciones
inflamatorias autoinmunes pueden ser atenuadas por diferentes infecciones
producidas por helmintos (Fleming y Fabry, 2007; Fallon y Mangan, 2007). Los
parasitos generan factores que inducen directamente la conversion de de células T
virgenes a células T reguladoras y funcionales (Grainger y col., 2010) y de este modo
la presencia del parésito regula la respuesta inmune por parte del hospedador. Para el
caso de los rumiantes (ovejas) se ha descripto la respuesta tipo Th2 frente a la
infeccion por Haemonchus contortus (Schallig, 2000).

El aumento excesivo de la respuesta Th2 genera disminucién en la respuesta Thl
que es quien controla las infecciones bacterianas (Wilson y col., 2005).

Este fenomeno de regulacion por parte del pardsito estd siendo en la actualidad
objeto de estudio en humanos. En la mayoria de las poblaciones, los parasitos no
representan un factor selectivo de los individuos y por lo tanto se ha ido perdiendo
diversidad genética capaz de enfrentarlos, y de este modo se han favorecido genotipos
proinflamatorios. Esta situacion ha causado el aumento de trastornos de tipo alérgicos
y autoinmunes (Allen y Maizels, 2011). Esta problematica no acontece en lugares con
poblaciones parasitarias en equilibrio con las humanas, las cuales conservan una

mayor diversidad genética y la inmunomodulaciéon mediada por los parasitos.



1.1.6 Patologia causada en el hospedador

En los bovinos, los géneros de nematodos capaces de causar trastornos a nivel del
estomago son: Ostertagia, Cooperia, Trichostrongilus y Haemonchus. Por otro lado
los que causan patologias intestinales son: Cooperia, Oesophagostomum 'y
Nematodirus (Williams, 1983).

Ostertagia junto con Cooperia son los principales géneros causantes de
enfermedad parasitaria, clinica y/o subclinica en la Pampa humeda, causando
pérdidas productivas importantes en animales jovenes debido a su gran patogenicidad
en el primer caso, y a su elevada prevalencia en el segundo (Fiel y col., 1990).

Las alteraciones estomacales son causadas mayormente por Ostertagia. Las
larvas, una vez en el estdbmago, se introducen dentro de las glandulas gastricas
(productoras de acido clorhidrico) crecen y luego emergen, destruyéndolas. La
emergencia de los géneros como Ostertagia que presentan hipobiosis (larvas
inhibidas) puede darse de tres maneras: 1- Madurar pocas diariamente, 2- madurar
por oleadas o 3- madurar simultineamente; (Williams, 1983). El ultimo caso
mencionado es el mas grave debido a que la emergencia larval destruye gran cantidad
de glandulas al mismo tiempo (Amour y Osbourn , 1982), lo que conduce a la
disminucion de la acidez del estdémago, necesaria para el funcionamiento de las
enzimas digestivas.

La proenzima pepsindgeno requiere de condiciones acidas (pH menor a 2,5) para
transformarse eficientemente en pepsina y degradar las proteinas de las fibras
vegetales. Al aumentar el pH, el pepsinégeno no pasa a pepsina, causando una
deficiencia en la degradacion proteica. Por otra parte, el aumento de pH causa otros
problemas asociados, como proliferacion de bacterias que causan diarrea. Los
nematodos que, como adultos colonizan el intestino delgado, como Cooperia spp.,
Trichostrongylus spp., y Nematodirus (importante en zonas frias), y aquellos que
colonizan el intestino grueso, ocasionan enteritis.

En todos los casos, los trastornos para el animal incluyen, disminucion del apetito
(Coop y col., 1977), reduccion del transito digestivo, alteraciones de la digestibilidad
del alimento asi como también del metabolismo del calcio, fésforo y del balance
electrolitico (Entrocasso y col., 1986). Como consecuencia, la falta de incorporacion
proteica de origen nutricional resulta en disminucion del peso y del tejido muscular

(Suarez y col., 1991).



1.2 Desarrollo mamario

El proceso de desarrollo de la glandula mamaria comienza en la embriogénesis
como un derivado ecto-mesodérmico guiado por -caracteristicas genéticas y
ambientales y se conoce como mamogénesis. Para todos los mamiferos euterios la
mayor parte del desarrollo mamario ocurre postnatalmente y esta dirigido por sefiales
de tipo endocrinas y factores de crecimiento locales (Topper y Freeman, 1980;
Hennighausen y Robinson, 1998). En el feto femenino la insulina y la hormona del
crecimiento (GH) favorecen el desarrollo de las yemas o brotes mamarios. En cambio
en el macho por la influencia de los androgenos, elaborados por los testiculos
parcialmente activos, se inhibe el crecimiento mamario.

La glandula mamaria estad formada por dos estructuras principales: el parénquima
y el estroma. El parénquima es la parte secretora de la glandula y estd constituido por
tejido epitelial tabulo-alveolar, derivado del engrosamiento lineal del ectodermo del
embrion, y consta de los llamados sistemas alveolar y tubular (ductal). El estroma
estd formado por otros tejidos complementarios de origen mesodérmico como los
sistemas vasculares sanguineo y linfatico, el tejido adiposo, el conjuntivo y el
nervioso (Hovey y col., 2002; Hovey y Trott, 2004).

Ambas estructuras se desarrollan muy temprano en el embrion. A partir del
ectodermo ventral, se induce la migracion de células epiteliales hacia ambos lados de
la linea media, formando dos cordones mamarios en la superficie de la piel,
constituidos por células epiteliales ectodérmicas, que se van estrechando hasta formar
dos lineas, llamadas lineas mamarias de la leche (Hovey y col., 1999).

En el bovino, las lineas mamarias son visibles en embriones a partir de los 35
dias de vida (Glauber, 2007). Al nacimiento, la glindula mamaria bovina consiste en
una red rudimentaria de ductos conectados con la pequena cavidad de la cisterna, que
a su vez se comunica con el canal del pezon (Capuco y Ellis, 2005). Estas estructuras
estan incluidas en una matriz grasa. Los ductos son cuerdas de células epiteliales que
penetran en el estroma (matriz grasa), y se desarrollan y ramifican a medida que el
animal crece (Fig. 1 A). Estas cuerdas terminan en las unidades terminales de ducto
(en inglés: terminal ductal units -TDU) que poseen aspecto arborescente en bovinos y
son las estructuras desde donde la glandula se va desarrollando y diferenciando

(Capuco y Ellis, 2005) (Fig. 1 B y C). Los TDU contienen aproximadamente 4 a 8
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estratos de células epiteliales. El estrato basal esta poblado por células indiferenciadas
presumiblemente precursores mioepiteliales (Capuco y col., 2002; Capuco y Ellis,
2005). Conforme avanza el desarrollo, en esta estructura compacta se forma un lumen
central. En los bovinos, a diferencia de otras especies, este lumen se generaria sin que

ocurra apoptosis, solamente por separacion de las células (Capuco y col., 2002).

Figura 1. A: Glandula mamaria de raton en desarrollo, las flechas sefialan a los botones terminales
(TEBs) (analogos a TDU en bovinos) que penetran en el tejido graso. B: Unidad terminal ductal
(TDU) en bovino. C: Imagen tridimensional de la TDU bovina. D: Esquema de gldndula mamaria
desarrollada lobule=lobulillo, alveoli=alvéolos, duct=conducto, gland cistern= cisterna de la
glandula, teat cistern=cisterna del pezon, teat=pezon. Figuras A, B y D tomadas de (Capuco y
Ellis, 2005).

Tanto en ratones como en bovinos, el desarrollo comprendido entre el nacimiento
y la pubertad, esta caracterizado por la acumulaciéon de estructuras ductales epiteliales
(Silberstein, 2001; Capuco y col., 2002).

El desarrollo neonatal y postnatal (hasta los 3 meses de edad) de la glandula
mamaria ocurre de modo isométrico con el resto del desarrollo somatico (se da al
mismo ritmo que el resto del cuerpo), mientras que en el periodo pre y peripuberal (3-
9 meses) y puberal (8-9 meses en adelante), el crecimiento se da de modo alométrico

(mas rapido que el resto del cuerpo) con elongacion de ductos que invaden el tejido
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adiposo, ramificacion de las terminales (TDU) y adquisicion de forma alveolar por
parte de éstas (Hovey y col., 2002; Hovey y Trott, 2004).
Durante este periodo la sintesis de ADN en el tejido mamario se incrementa 3,5

veces (Martinet y Houdebine, 1993).

1.2.1 Regulacion endocrina del desarrollo mamario

Los diferentes estadios de crecimiento, diferenciacion, y también actividad
secretoria e involucion de la glandula mamaria, durante la vida de la hembra
mamifera, estan regulados fisiologicamente.

Las distintas fases de desarrollo estdn coordinadas por hormonas y factores de
crecimiento que interactuan para llevar adelante la morfogénesis de la glandula. Las
hormonas intervinientes son de origen: ovdrico (estradiol y progesterona), hipofisario
(GH y prolactina), tiroideo (triiodotironina (T3) y tetraiodotironina o tiroxina (T4), y
factores de crecimiento de produccion local y hepatica (IGF-1 y factor de crecimiento
epidérmico o EGF). Cada una de estas hormonas interviene en distintos aspectos de la
morfogénesis glandular en una coordinada y compleja sincronizacion. La elongacion
de los ductos estaria principalmente dirigida por los estrégenos, por el sistema
GH/IGF-1 y por EGF, mientras que progesterona, prolactina, T3 y T4 estimularian su
ramificacion (Hovey y col., 2002). Ademés, y en todo momento, participarian
factores del estroma en una regulacion paracrina, regulados a su vez por las hormonas

ovdricas e hipofisarias (Masso-Welch y col., 2000; Beleut y col., 2010).

1.2.2 Estrogeno y su receptor

Clasicamente se ha demostrado que el estradiol es el principal responsable del
desarrollo mamario entre los estadios de prepubertad y adulta virgen (Lydon y col.,
1995). En ratones, se observo, que si a los animales normales se les suministra un
tratamiento anti-estrogénico durante la etapa juvenil y prepuberal se inhibe la
proliferacion del epitelio mamario (Silberstein y col., 1994). Por otra parte los ratones
knockout para el receptor de estradiol tipo alfa presentan estructuras mamarias
indiferenciadas durante toda la vida, lo que reafirma el papel indispensable que juega

esta hormona en la mamogénesis (Bocchinfuso y Korach, 1997). En bovinos se ha
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demostrado que el desarrollo mamario puberal estd fuertemente vinculado con la
maduracion gradual de los ovarios, ya que una ovariectomia temprana anula
completamente el crecimiento mamario (Purup y col., 1993; Ballagh y col., 2008).
Esto fue corroborado también en cabras, en donde la ovariectomia temprana tuvo un
impacto negativo sobre el desarrollo puberal de la glandula mamaria, resultando en
un parénquima mamario rudimentario, en una menor expresion de los receptores de
estradiol y progesterona y en una menor tasa de division celular (Dessauge y col.,

2009).

Se conoce, desde hace tiempo, que los receptores de estradiol se sintetizan
tempranamente en el mesénquima embrionario, (Durnberger y Kratochwil, 1980). De
este ultimo existen dos isoformas ER-o y ER-B. En el caso de glandula mamaria
bovina, se ha demostrado que la isoforma alfa (ER-a) es la que predomina en el tejido
durante todas las etapas del desarrollo (Schams y col., 2003; Connor y col., 2005;
Meyer y col., 2007).

1.2.3 Hormona de crecimiento (GH), su receptor v hormona
efectora

La hormona GH es otro participante fundamental de la regulaciéon de la
morfogénesis de la glandula mamaria. Esta hormona se sintetiza mayoritariamente en
la hipofisis, en altas concentraciones durante el periodo de crecimiento y en menores
cantidades en la adultez (Buonomo y Baile, 1990). Presenta un patrén de secrecion
pulsatil, sexualmente diferenciado (Chowen y col., 1996; Agrawal y Shapiro, 2001).
Como su nombre lo indica, su principal funcion es la promociéon del crecimiento
corporal, y participa también en la estimulacion de la mayoria de los procesos de
desarrollo tisular (Renaville y col., 2002; Waters y col., 2006).

Por otro lado, el principal factor efector de la hormona GH es el IGF-1, que se
secreta principalmente en el higado, desde donde es vertido a la circulacion, pero que
también es sintetizado en los tejidos blancos de la hormona, estimulado o no, por ella
(Yakar y col., 2005). En este sentido, se ha detectado expresion del receptor de GH
(GHR) en tejido mamario bovino (Plath-Gabler y col., 2001) y en lineas celulares
mamarias (Zhou y col., 2008; Johnson y col., 2010).
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La hormona de crecimiento es esencial para la morfogénesis ductal, actuando
principalmente a través de la estimulacion de la sintesis de IGF-1 tanto a nivel
hepético como mamario (Ruan y col., 1992; Kleinberg y col., 2000).

También se ha demostrado que la glandula mamaria de ratdén, expresa
endogenamente GH, en forma predominante en las células epiteliales, y que su nivel
de expresion estd regulado diferencialmente durante las etapas ontogénicas del
desarrollo mamario. La accion autdcrina de GH seria maxima durante el periodo de la
pubertad (Mukhina y col., 2006).

Trabajos anteriores han demostrado un papel primario para la GH en la
formacion de las yemas terminales de ducto (del inglés: terminal end buds (TEBs))
(Ruan y col., 1992) (Ruan y col., 1992; Walden y col., 1998), estructuras altamente
proliferativas que conducen el proceso de morfogénesis ductal durante la pubertad en

murinos y que son homdlogas a las TDU de bovinos.

1.2.4 Sintesis de IGF-1, su receptor v accion del factor

Como se ha mencionado, ademds de sintetizarse en el higado, el IGF-1 se
produce en diversos tejidos en donde ejerce su accion en forma paracrina. Estudios
realizados en glandula mamaria murina demostraron la expresion endogena de IGF-1,
de IGF-2, y de su receptor de sefalizacion primaria, el IGF-1R, durante la fase
postnatal de crecimiento epitelial rapido (Richert y Wood, 1999). Particularmente, la
produccion local de IGF-1 ha sido descripta en el estroma de la glandula mamaria de
ratones y se postula que seria responsable de parte del desarrollo ductal, ya que la
delecion tisularmente dirigida del gen productor de IGF-1 en el higado, que llevo a
una reduccion del 75 % del IGF-1 sérico, no alterd las concentraciones del factor en
el tejido mamario, ni tampoco afect6 el desarrollo mamario puberal (Richards y col.,
2004). Por otra parte, en glandula mamaria de ratdn, se ha encontrado que la delecion
total del gen que codifica para IGF-1R reduce la proliferacion celular e incrementa la
apoptosis en las TEBs, evidencia que sostiene la idea de que IGF-1R es fundamental
para el desarrollo de las terminales ductales (Bonnette y Hadsell, 2001).

En ratones ovariectomizados y deficientes en el gen que codifica para IGF-1, no
se observd desarrollo de estructuras ductales en la glandula mamaria a pesar de que

las concentraciones de GH eran normales. Con el suministro exégeno de estradiol e
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IGF-1, se logro el desarrollo ductal antes inexistente, demostrando la importancia de
ambas hormonas. Ademas, la accion estimuladora del crecimiento de GH se vio
significativamente aumentada cuando esta hormona se administraba conjuntamente

con el estradiol durante la pubertad (Kleinberg y col., 2000).

1.2.5 Regulacion de la accion de IGF-1 por las IGFBPs

Por otra parte, IGF-1 estd regulado por varias proteinas de union llamadas
también IGFBPs (del inglés: Insulin-like growth factor binding proteins), que lo
capturan con diversa afinidad. S6lo cuando IGF-1 esta libre puede unirse a su
receptor y desencadenar una respuesta (Frystyk y col., 1994; Cusi y Defronzo, 2000).
Hasta ahora han sido identificadas seis de estas proteinas que se numeran del 1 al 6
(Rosenfeld y col., 1994; Jones y Clemmons, 1995). En el tejido mamario bovino se ha

caracterizado la expresion de 3 de las IGFBPs, las -2, -3 y -5 (Akers y col., 2005).

1.2.6 Progesterona

En ultimo lugar, no se puede dejar de mencionar a la progesterona que también
participa en el desarrollo mamario, induciendo la proliferacion y la diferenciacion en
este tejido (Lydon y col., 2000). Aunque su accion mas notoria, pero no exclusiva,
ocurre durante la prefiez con formacion ductal y alveolar, también se observo que el
tratamiento con progesterona durante la etapa peripuberal increment6 la morfogénesis
ductal y aument6 la ramificacion de las terminales en la glandula mamaria de ratones
(Hovey y col., 2002). Durante las primeras etapas del desarrollo ductal mamario
también se ha detectado una fuerte influencia de la progesterona mediada por la
accion de su receptor (PR) (Shi y col., 2004).

Experimentos clasicos demostraron que la progesterona y el estradiol actuan
sinérgicamente promoviendo el desarrollo mamario. En conejos, la administracion
conjunta de estrégenos y progesterona indujo el crecimiento mamario (Yamamoto y
Tuner, 1956). También en bovinos, en un experimento realizado en vacas adultas no
prefiadas y no lactantes, la combinacion de estrégenos y progesterona estimuld la
diferenciacion del epitelio mamario y el desarrollo lobuloalveolar (Turner y col.,

1956).
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1.2.7 Vias entrecruzadas

Es importante destacar que existen interacciones entre las acciones de IGF-1/
estradiol y sus respectivos receptores para regular el desarrollo mamario,
particularmente es importante destacar que existen especiales interacciones entre
IGF-1 y estradiol y sus respectivos receptores.

Un sinnimero de experimentos han demostrado el efecto estimulador de
estradiol sobre el sistema IGF in vivo e in vitro. En ratas preptberes se ha observado
la magnificacion de la actividad mamogénica de IGF-1 cuando se trataron con 175-
estradiol (E;) (Ruan y col., 1995). Estudios realizados en ratones demostraron que los
niveles intrauterinos de IGF-1 se incrementaron luego de la exposicion a E, (Murphy
y col., 1990; Kapur y col., 1992). Se ha demostrado, en tutero de ratéon, que E,
actuando a través de ER-a, estimula la senalizacion de IGF-1/IGF-1R e incrementa la
mitosis celular (Klotz y col., 2000; Klotz y col., 2002). Efectos similares a este han
sido reportados en la matriz grasa de la glandula mamaria bovina (Meyer y col., 2006;
Liy col., 2006).

Por otra parte, también se da el efecto inverso del IGF-1 sobre los receptores de
estradiol. Estudios realizados in vitro han demostrado que en ausencia de E,, IGF-1
puede estimular la fosforilaciéon de ER (Aronica y Katzenellenbogen, 1993) e inducir
la expresion de los genes de respuesta a estrogeno (ERGs) (Klotz y col., 2002).

En el caso de la glandula mamaria de murinos se ha encontrado evidencia
concluyente de que el proceso de morfogénesis ductal estd controlado por la suma de
las acciones de ambas hormonas: E; e IGF-1 (Ruan y Kleinberg, 1999; Kleinberg y
col., 2000; Ruan y col., 2005).

En la glandula mamaria bovina el estrogeno estimula mayormente la expresion
de genes de IGF-1, mas extensamente en la matriz grasa que en el parénquima (Berry
y col., 2001; Meyer y col., 2006), y el mayor grado de proliferacion celular epitelial
ocurre en las regiones del parénquima adyacentes a la matriz grasa (Capuco y col.,
2002).

Ademas, dada la similitud estructural entre el receptor de IGF-1 y el de insulina
(IR) (tetrameros de glicoproteinas compuestos por dos subunidades extracelulares a y
dos trasmembranales f) (Ullrich y col., 1985; Ullrich y col.,, 1986), es que se
producen reacciones cruzadas y tanto IGF-1 como insulina pueden unirse al otro

receptor, aunque con una afinidad mucho més débil que con el propio ligando
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(Ozkan, 2011). En lo que concierne a la mitogénesis, ambas hormonas actian en el
proceso, pero dependiendo del contexto fisioldgico especifico (donde hay muchas
variables interactuantes) IGF-1 puede actuar con efecto metabdlico o mitogénico
(Bartella 'y col., 2012).

Teniendo en cuenta la multitud de factores que interactuan en el desarrollo de las
terneras, se ha postulado que la alteracién de los mismos acarrearia consecuencias
sobre el crecimiento Optimo de los animales y el desarrollo normal de sus tejidos y
organos, y esto, en ultima instancia, afectaria el posterior periodo de lactacion

(Lammers y col., 1999; Sejrsen y col., 2000).

1.3 Sistema en estudio.

El sistema de tambo de la Escuela Agropecuaria M. C. y M. L. Inchausti (UNLP)
fue el lugar definido para el desarrollo del plan experimental del presente trabajo.

La escuela se encuentra situada en el partido de 25 de Mayo, Provincia de
Buenos Aires, Argentina (35°50° 56"" S; 60° 32’ 24°" O) (Fig. 2 A).

El tambo se divide en dos sub-sistemas, el de produccion y el de reposicion (Fig.
2 B). En el primer sub-sistema se encuentran las vacas en lactacion y en etapas
reproductivas. El segundo sub-sistema denominado ‘“recria” cuenta con animales
jovenes, desde el nacimiento hasta que llegan a la categoria de pre-servicio.
Posteriormente pasan a la categoria “en servicio” en la cual las vaquillonas son
inseminadas y, si estan prefadas, son trasladadas al sector de produccion para
sumarlas a los rodeos en lactacion después del parto.

El manejo de ambos sistemas es pastoril, sobre pasturas consociadas o verdeos,
dependiendo de la época del afio, con rotacion diaria de parcelas y suplementacion
con grano y reservas de forraje adecuada a cada categoria.

En el presente trabajo se investigoé la influencia de parasitos nematodos en la
produccion de leche y el desarrollo de la glandula mamaria prepuberal. Lo cual
requiri6 inicialmente un relevamiento parasitologico de pasturas y animales
(hospedadores) para conocer los valores de infeccion parasitaria y posteriormente

relacionarlos con parametros fisiologicos y productivos de los bovinos.
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Figura 2. A) La referencia amarilla marca la posicion de la escuela M. C. y M. L. Inchausti.
Ubicada entre los partidos de 25 de Mayo y 9 de Julio de la provincia de Buenos Aires (Google
earth y Inav/Geosistemas SRL, 2012a). B) Imagen de los edificios escolares y los dos subsistemas
(tambo y recria) (Google earth y Inav/Geosistemas SRL, 2012b).
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Capitulo 2: Objetivos
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2.1 General

Evaluar la influencia de los parasitos nematodos gastrointestinales en la
produccion lechera de vacas Holstein y en el desarrollo de la glandula mamaria de

terneras de la misma raza y estudiar los mecanismos fisiologicos involucrados.

2.2 Especificos

2.2.1 Sistemas tambo vy recria

-Caracterizar la dindmica de paréasitos nematodos del tambo en la escuela

agropecuaria Inchausti.

2.2.2 Vacas en produccion

-Evaluar la influencia de parésitos nematodos en la produccion lechera, por
comparacion del volumen de leche producido por vacas con conteos positivo y
negativo de huevos de nematodos por gramo de materia fecal (HPG) durante el
periparto.

-Investigar la influencia de las nematodiasis sobre las concentraciones de las
hormonas relacionadas con la lactogénesis, GH, prolactina, IGF-I e insulina, mediante

la medicion de las mismas en suero.

2.2.3 Recria

-Evaluar, en animales tratados con antiparasitarios y controles sin tratar, las
posibles diferencias en las concentraciones de las hormonas involucradas en la
regulacion del desarrollo y el crecimiento (GH, IGF-1) y en la hormona marcadora de

la pubertad (Progesterona).
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-Evaluar el efecto del tratamiento con antiparasitarios en el desarrollo de la
glandula mamaria de terneras Holstein criadas en un sistema pastoril, mediante la
realizacion de biopsias sucesivas y determinacion de los siguientes pardmetros:

a. Relacion: area epitelial/area estromal.

b. Proliferacion celular, mediante la cuantificacion de la expresion de
PCNA (antigeno nuclear de proliferacion celular) por inmunohistoquimica (IHQ).

c. Receptores de estrogeno alfa (ER-a) mediante [HQ.

d. IGFBPs (2 y 3) por IHQ utilizando anticuerpos especificos.
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Capitulo 3: Evaluacion eco-

parasitologica del sistema de tambo

en la Escuela Agropecuaria

Inchausti.
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En el presente capitulo se expondran los resultados de las tareas de relevamiento
parasitoldgico, realizadas en el tambo de la Escuela Inchausti, que contemplaron los
dos sub-sistemas que lo integran (tambo y recria).

El tambo cuenta con 500 hectareas praderizadas y con verdeos forrajeros segiin
la estacion del afio y con reservas de forraje de silo de maiz de produccion propia. Se
ordefian 180 vacas (promedio afio) en una sala con fosa central, maquina ordefiadora
con extractores automaticos de pezoneras y con medidores computarizados de leche
en todas sus bajadas.

Los animales del tambo estan divididos en cuatro grupos, y son trasladados de
uno a otro segun su ciclo productivo y reproductivo. Los grupos se dividen en
animales de alta produccion (entre 80 y 110 individuos), animales de baja produccion
(entre 50 y 70 individuos), vacas secas (no productoras) que suelen compartir
potreros con las vaquillonas prefiadas formando un solo rodeo (entre 20 y 60) y en
preparto (hasta 15 animales, segln las pariciones).

El establecimiento cuenta con 200 hectareas extras, destinadas a la cria y recria,
también con praderas permanentes o verdeos anuales. Los animales de la recria (entre
400 y 500 dependiendo el momento del afio) estdn divididos en cinco grupos. La
guachera, integrada por animales jovenes criados en estaca o jaula con alimento
balanceado y leche. En esta etapa permanecen durante los primeros sesenta dias de
vida. Conforme van creciendo se los pasa a tres grupos sucesivos de recria (recria 1,
recria 2 y recria 3) alimentados con pasturas implantadas y distintas suplementaciones
de concentrados balanceados y maiz. El ultimo grupo est4 integrado por vaquillonas
preservicio (alrededor de 300 kg). Los machos se recrian hasta alrededor de los 250

kg y luego son sacados del sistema tambo para pasar al de invernada.

3.1 Objetivo

- Caracterizar la dindmica de parasitos nematodos del tambo en la escuela

agropecuaria Inchausti.

Para el cumplimiento del objetivo se procedio a la caracterizacion parasitologica

del sistema durante un ciclo anual completo, evaluando:
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- infestividad de las praderas
- diversidad de nematodos parasitos presentes en las mismas
- carga parasitaria de los animales de las distintas categorias y

- abundancia de géneros que eclosionan de huevos de nematodos cultivados.

3.2 Materiales v métodos

Entre marzo de 2007 y febrero de 2008 se realizaron muestreos quincenales de
todas las pasturas donde pastaban los animales, que permitieron (por técnicas de
extraccion de larvas adheridas) determinar la oferta parasitaria cuali y cuantitativa a la
que estaban sometidos los individuos. Por otro lado se tom6 mensualmente materia
fecal a todos los animales del sistema. Estas muestras permitieron cuantificar la
descarga de huevos de parasitos (HPG) ademds de posibilitar la identificacion de

géneros parasitarios presentes mediante cultivo e identificacion de larvas.

3.2.1 Muestreo de pasturas

La toma de muestras de pasturas se realiz6 en los potreros donde pastaban los
animales, recorriéndolos en forma de W y colectando pasto en la proximidad de las
deposiciones fecales (de unos 14 dias de antigiiedad aproximadamente). El pasto
colectado fue lavado con % partes de agua sin cloro mas el agregado de 2 o 3 gotas de
detergente no i6nico durante 30 minutos, utilizando un lavarropas semiautomatico.

El agua de lavado se pasé por un tamiz de 37 u de abertura entre hilos, donde
quedaron retenidas las larvas. El producto del filtrado, tratado con la técnica de
Bareman (Fiel y col., 2005), fue depositado en embudos conicos y las larvas se
colectaron por precipitacion en el fondo de un tubo de ensayo luego de 24 horas (Fig.
3). El pasto fue secado y posteriormente pesado.

Pasadas las 24 horas se retird el tubo de ensayo y se aspird el sobrenadante (por

sifonado) considerando que las larvas estaban concentradas en el fondo del mismo.
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Figura 3. Embudos para colectado de larvas.

El liquido conteniendo las larvas se colocd en un portaobjetos y se agrego
solucion yodurada (yodo metalico al 2 % mas yoduro de potasio al 4 %). Las larvas
parésitas no se tifien con esta solucion, en cambio si lo hacen los nematodos de vida
libre propios del suelo que toman un fuerte color rojizo. Los nematodos parasitos
fueron asi identificados segtn clave de Fiel (Fiel y col., 2005) y cuantificados bajo
microscopio (Fig. 4 A y B). Esta técnica permite recoger un 40% de las larvas

presentes en la hierba (Fiel y Steffan, 1994).

Figura 4. Larvas recuperadas de las pasturas. A) Género Cooperia. B) Género Nematodirus

3.2.2 Muestreo de materia fecal, huevos por gramo (HPG) v
cultivo

Se tomaron muestras de aproximadamente 100 g de materia fecal del recto de los
animales, directamente en bolsas de polietileno. De la muestra inicial se tom6 una
alicuota de 3 gy se diluy6 (1/10) con solucion sobresaturada de cloruro de sodio.

Posteriormente se contaron los huevos de nematodos (Fig. 5 A) bajo microscopio

optico en camaras de Mac Master (Robert y O"Sullivan modificada por INTA) (Fig. 5
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B), el valor cuantificado se multiplicé por el factor de dilucion, expresandose el
resultado en huevos por gramo de materia fecal (HPG) (Fiel y Steffan, 1994) cuando
no se detectaron huevos de nematodos en la muestra de materia fecal analizada, el

valor informado de HPG resulto ser cero (0).

Figura 5. A) Huevo de nematodo. B) Camara de Mac Master conteniendo dilucion de
materia fecal.

Para la identificacion de los géneros de nematodos presentes en la materia fecal
se realizo el cultivo de la misma segin O’Sullivan adaptado por INTA (Fiel y Steffan,
1994) vy se identificaron segiin clave (Fiel y col., 2005). Esta técnica se aplico en
“pooles” de muestras detectadas como positivas al HPG.

Para inducir la eclosion de los huevos se procedié segin la metodologia de
(Henriksen y Korsholm, 1983). Brevemente, se toman 2 o 3 g de materia fecal
colocandolos en un recipiente, agregando telgopor granulado y mezclando bien.
Luego la preparacion se envuelve en una gasa y se deja en un vaso de precipitados
con agua sin cloro a una temperatura de entre 20 y 22 ° C durante 15 dias.
Posteriormente se recuperan las larvas del cultivo por filtrado y decantacion y tras
colocarse una alicuota del liquido que las contiene en el portaobjetos se las tifie con
solucion de yoduro de potasio para diferenciar larvas de vida libre de especies
parasitas. Las primeras se tifien fuertemente con el colorante mientras que las
especies parasitas conservan su tono original. Finalmente, se identifican y cuantifican

las larvas de los géneros parasitos al microscopio.
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3.2.3 Analisis estadisticos

En el caso del subsistema de recria para chequear la posible existencia de
diferencia entre las cargas parasitarias presentadas por machos y hembras y la posible
diferencia de carga parasitaria asociada al paso de categoria (edad), se aplico
ANOVA (analisis de la varianza) de dos vias para medidas repetidas considerando los
efectos sexo y grupo (edad). Contemplando a individuos de las recrias 1 y 2,
descartandose en este analisis la recria 3 de donde los machos fueron retirados en
junio.

Para analizar el efecto de la edad sobre la carga parasitaria de los animales se
utilizo ANOVA para medidas repetidas seguida de Duncan. Se compararon

unicamente las hembras de las cuatro categorias.

3.2.4 Analisis de los subsistemas

Para facilitar la exposicion de resultados, discusion y conclusiones de este

capitulo, se lo separara segun el subsistema del cual derivan: tambo y recria.

3.3 Resultados

3.3.1 Subsistema de tambo

Actividades realizadas: cuantificacion e identificacion de géneros presentes en
pasturas, cuantificacion de huevos en materia fecal y cuantificacion e identificacion

de larvas producto de cultivo de materia fecal.

3.3.1.1 Larvas en la pastura.

La abundancia de larvas recuperadas del pasto a lo largo del afio se muestra en la

Figura 6.
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El mes de abril presento6 el valor promedio méas elevado del afio, superando en 6
veces al maximo de agosto (Fig. 6). El alto valor para este mes fue aportado
principalmente por un potrero donde se introdujeron vaquillonas prefadas
(provenientes del subsistema recria) el cual compartieron con vacas secas, la
introduccion de las mismas ocurrid a principios de marzo (2 semanas antes del inicio
de los muestreos). Los rodeos de produccion que en este momento no compartian
pasturas con las categorias antes mencionadas, presentaron para este mismo mes un
rango de 22 a 162 larvas/kg materia seca.

Entre mayo y octubre, el rango de valores medido en larvas por kg de materia
seca fue de 50 a 100.

En enero la cantidad de larvas en las pasturas fue similar a las registradas en

invierno.

Larvas/Kg Materia seca .

Mar Abr  May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Tiempo

Figura 6. Densidad de larvas por kg de materia seca respecto del tiempo.

3.3.1.2 Diversidad de géneros larvales en la pastura

Los géneros larvales identificados en las pasturas fueron Cooperia,
Oesophagostomun, Trichostrongylus, Ostertagia, Haemonchus y Nematodirus (Fig.
7).

Cooperia se detectd en el 66,66 % de los muestreos y represent6 el 35,58 % de la
comunidad parasitaria, Oesophagostomun aparecio en el 16,66 % de los muestreos y
represent6 el 8,56 % de la comunidad, Trichostrongylus se detectd en el 25 % de los
muestreos y represento al 2,60 % de la comunidad, Ostertagia se detectd en el 75% de

los muestreos y represento6 al 44,77 % del la comunidad, Haemonchus aparecid en el
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16,66 % de los muestreos y representd al 5,70 % de la comunidad y por ultimo
Nematodirus que se detectd en el 16,66 % de los muestreos y contribuyd a la

comunidad en un 3 % (Fig. 7).

Como se puede observar en la figura 7, Ostertagia es el género mas abundante

en las pasturas del subsistema de tambo, secundado por Cooperia.

ONematodirus
[ Oeso phagos to mum

100% ~

H Trich ostrongylus
W Ostertagia

80% A
OHaemonchus
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60% -

Abundancia %

40% +

20% -
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Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb

Tiempo

Figura 7. Abundancia relativa de géneros larvales presentes en pasturas del subsistema de tambo.

3.3.1.3 Huevos en materia fecal

Los promedios de HPG obtenidos en materia fecal para los rodeos de alta y baja
produccion de leche y para los rodeos de vacas secas y vaquillonas se muestran en la
Figura 8.

El rango de los promedio mensuales de HPG para el rodeo 1 (de alta produccion
de leche) oscil6 entre 5,35 (marzo) y 12,32 (enero) (Fig. 8 A), en los meses de
diciembre y enero el promedio tendié a elevarse a causa de un reducido numero de
animales que eliminaron elevadas cantidades de huevos. En el caso del rodeo 2 (de
baja produccion de leche) el rango fue de 0 (octubre-noviembre) a 23,14,
correspondiendo este ultimo valor al mes de mayo en el cual se detectaron algunos
animales con conteos muy elevados lo cual elevo el promedio en este mes (Fig. 8 B).

El rodeo de vacas secas y vaquillonas mantuvo niveles de HPG levemente mas
altos que los animales en produccion, el rango anual de HPG en esta categoria fue de
3,15-20,08 (Fig. 8 C). El aumento de HPG detectado en agosto fue producido por un

numero reducido de animales que eliminaron mayor cantidad de huevos.
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8. A) Huevos por gramo (HPG) en materia fecal del rodeo 1 (alta produccion de leche). B)

HPG en materia fecal del rodeo 2 (baja produccion de leche). C) HPG en materia fecal de secas y
vaquillonas.

En lineas generales puede observarse que los valores de HPG tienden a ser

minim

os durante la primavera (octubre) y maximos durante el verano y el otofo

(enero-mayo).

En todos los casos, la mayoria de las vacas presentaron un conteo de HPG=0, y

solamente una baja proporcion de las mismas presentaron conteo positivo. El

porcentaje de positividad a lo largo del afio para cada rodeo se muestra en la Figura 9.

En la

mayoria de los muestreos (exceptuando el mes de marzo) el rodeo de alta

produccion de leche (rodeo 1) resulto tener el mayor numero de vacas HPG positivo.
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Figura 9. Positividad al HPG. Representa el porcentaje de animales que
presentaron HPG>0 en cada uno de los rodeos.
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3.3.1.4 Larvas producto de cultivo de huevos de nematodos en materia fecal

Los géneros nematodos representados en los cultivos fueron Cooperia,
Ostertagia, y Haemonchus (Fig. 10). Cooperia se encontrdé en el 75 % de los
muestreos realizados y representd el 8,20 % de las larvas totales, Haemonchus
aparecio en el 91,6 % de los muestreos y represento el 17,17 % de las larvas totales
mientras que Ostertagia se mostrd6 dominante apareciendo en el 100 % de los

muestreos y representando al 74,17 % de las larvas totales.
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Figura 10. Diversidad de géneros de nematodos presentes en cultivo de materia
fecal.

3.3.2 Subsistema de recria

3.3.2.1 Larvas en la pastura

En las pasturas correspondientes a la recria, en otoflo se detecté un aumento de
la carga larval, con un maximo en abril de 121 larvas/kg de materia seca (Fig. 11). En
los meses siguientes hasta julio se registro una tendencia hacia cargas larvales mas
bajas. Entre agosto y septiembre la comunidad de larvas se incrementd, para alcanzar
un pico maximo al principio de primavera con promedios de 480 larvas/kg de materia
seca. En octubre se observd una disminucion de la carga larval, no recuperandose

ninguna en noviembre ni diciembre.
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A comienzo del verano se registraron nuevamente larvas, con tendencia a incrementar

su abundancia en el periodo enero-febrero. (Fig. 11).

Larv/Kg Mat. Seca

Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb
Tiempo

Figura 11. Densidad de larvas por Kg de materia seca respecto del tiempo (Marzo
2007 a Febrero 2008).

3.3.2.2 Diversidad

largo

Los géneros larvales identificados en las pasturas del subsistema de recria a lo

de un afo fueron Cooperia, Haemonchus, Ostertagia, Trichostrongylus,

Oesophagostomum y Nematodirus, (Fig. 12).

Abundancia

100% 7 = ONematodirus

90% - mOesophagostomum

o/ | @ Trichostrongyilus

80% W Ostertagia

70% 4 O Haemonchus

60% W Cooperia

50% A

40% 7

30% A

20% 7

10% A

0% +—
Mar Abr May Jun Jul Ago Sep Oct Nov Dic Ene Feb

Tiempo

Figura 12. Abundancia relativa de géneros larvales presentes en pasturas del subsistema de recria.

Cooperia se encontrd en el 53,84 % de los muestreos y represento el 26,76 %

de la comunidad parasitaria, Haemonchus se hallo en el 53,84 % de los muestreos y

represent6 el 15,30 % de la comunidad, Ostertagia aparecié en el 61,53 % de los
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muestreos y aportd 32,83 % a la comunidad, Trichostrongylus se encontr6 en el 23,07
% de los muestreos y sumé un 1,17 % a la comunidad, Nematodirus se hall6 en el
7,69 % de los muestreos y represento el 4,39 % de la comunidad y Oesophagostomun

se encontro en el 30 % de los muestreos y aport6 el 19,51 % a la comunidad.

3.3.2.3 Huevos por gramo en materia fecal

En animales de la recria 1 (Fig. 13 A) (machos y hembras jovenes, de 2 a 5
meses), el rango de los promedios mensuales de HPG en hembras fue de 67,25-
500,12, mientras que para machos fue de 17,5-542,4. Por otra parte el conteo
promedio en los machos superd al de las hembras en el 67 % de los muestreos,
mientras que las hembras superaron a los machos en el 33 % de los mismos.

La recria 2 (Fig. 13 B) estuvo conformada por machos y hembras de mayor
edad que la recria 1 (5-7 meses). En ella se observd un rango de HPG para hembras
de 18,03-251,27 y para machos de 20,64-262,73. A pesar de tener rangos similares,
los machos presentaron conteos promedios mayores a las hembras en el 58 % de los
muestreos mientras que en el 25 % de los mismos las hembras superaron a machos.

En el resto de los muestreos (17%) los promedios fueron similares en ambos sexos.

A B
1 W Hembras : W Hembras
800 7 Recria 1 @ Machos 800 1 Recria 2 O Machos
4 ax) 4
2 @ 2
T T
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200 1 200
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Figura 13. A, B, C) Huevos por gramo (HPG) en materia fecal de los tres grupos de recrias. D:
HPG de vaquillonas (se deja constancia que en esta tltima hay un cambio en la escala del eje de
las ordenadas de 10 veces con respecto a los anteriores).

33



La recria 3, con animales mayores a 7 meses, (Fig. 13 C) presentd, para hembras,
un rango de 3,45-29,89 huevos por gramo, mientras que para machos el mismo fue de
de 20,45-273,21. Hay que destacar que estos ultimos fueron retirados del sistema en
el mes de junio.

Las vaquillonas en servicio conforman la categoria de animales de mas edad en
el subsistema de recria (Fig. 13 D). El rango de HPG de los promedios mensuales
oscilo entre 5,23-37,02. Se registrd una variacion estacional en la descarga de huevos,
observandose entre marzo y julio una tendencia decreciente, mientras que entre
agosto y noviembre la descarga tuvo tendencia creciente.

Estadisticamente no se detectaron diferencias en el conteo de huevos por gramo
entre machos y hembras (p=0,39), ni se observo efecto grupo (p=0.07). Aunque este
ultimo valor estadistico marca una tendencia, no se registrd interaccion (p=0.21).

Si en cambio existi6 diferencia entre las categorias (edad) (p=0,004) para las
hembras, resultando la recria 1 diferente a todos los grupos, del mismo modo que la
recria 2, mientras que vaquillonas y recria 3 fueron iguales entre si y distintas a los

otros grupos.

3.3.2.4 Larvas producto de cultivo de huevos de nematodos en materia fecal

Los géneros detectados en cultivo fueron Cooperia, Ostertagia,
Trichostrongilus y Haemonchus (Fig. 14). Daurante el afio Cooperia represento el
49,10 % de la poblacion, Ostertagia el 35,30 %, Trichostrongylus el 8,9 % y

Haemonchus el 6,7 %.
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Figura 14. Diversidad de géneros larvales en cultivo de materia fecal del sistema de recria.
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En los meses de agosto y noviembre no se muestran larvas dado que se
perdieron los cultivos debido a un error técnico que consistié en la pérdida de

humedad en los mismos que determind su secado y posterior muerte de las larvas.

3.4 Discusion vy conclusion

3.4.1.1 Subsistema de tambo

En cuanto a las larvas presentes en la pastura, inicialmente en el mes de marzo se
presentaron valores esperados de contaminacion aunque, por su parte en el mes de
abril se registraron valores atipicamente altos. En este punto se debe considerar que,
como ya se menciono, antes del inicio de los muestreos del presente trabajo se
introdujeron al subsistema de tambo las vaquillonas prefiadas provenientes del
subsistema de recria. Esta categoria se caracterizd por presentar mayor conteo de
huevos de nematodos en materia fecal que el resto de los animales del tambo. Dado
que las vaquillonas constituyen el grupo de animales mas jévenes del tambo, por su
condicién inmunoldgica un nimero bajo de animales tienden a presentar altos niveles
de HPG, comparados con los rodeos en produccion donde las cargas de HPG son mas
equitativas. Probablemente la descarga de huevos se tradujo en un aumento de la
carga larval en el potrero donde pasaban mas tiempo las vaquillonas. Esta
caracteristica gener6é que el promedio de larvas encontradas en el pasto aumentara
(abril). En el mes de marzo se observd una baja carga larval probablemente porque
las larvas en las heces estaban en desarrollo, y atin no habian migrado al pasto.

Para el periodo comprendido entre mayo y octubre los datos son semejantes a los
citados para la region (Suarez, 1990a; Suarez, 1994), detectandose relativamente alta
abundancia de larvas entre fines de otofio y principios de primavera. Entre noviembre
y diciembre no se obtuvieron larvas de la hierba colectada, probablemente debido a
las intensas lluvias ocurridas durante la primavera del afio 2007 (Servicio
Meteorologico Nacional (SMN), 2007b). Como ya se mencioné en la descripcion del
ciclo de vida, el agua es el principal agente dispersante de las larvas. En periodos de
lluvias copiosas y sostenidas, los pastos son lavados y las larvas arrastradas de modo
que la mayoria de las larvas L3 se encuentran en el suelo y no en las pasturas (las

lluvias ocurrieron antes y durante los muestreos). Por otra parte, la cantidad de larvas
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colectadas en las pasturas durante el mes de enero fue inusualmente alta respecto a la
esperada para ese momento del afio segiin la bibliografia (Suarez y Lorenzo, 2000).
El calor y la radiacion solar son agentes adversos para la supervivencia larval por la
desecacion que ocasionan. Este fendémeno de abundancia en una época inusual podria
deberse al hecho, ya mencionado, de que la primavera de 2007 fuera atipicamente
lluviosa. La produccion de forraje fue abundante y el suelo se mantuvo hiimedo
durante varios meses. Esa humedad retenida en el suelo podria haber sido un factor
clave para permitir la supervivencia de las larvas en esta época.

En cuanto a los géneros presentes en la pastura, Cooperia y Ostertagia resultaron ser
los més abundantes, en concordancia con los antecedentes para la region (Entrocasso
y Fiel, 1986; Suarez y Lorenzo, 2000) Cooperia fue muy abundante en verano y
otofio, comportamiento estacional coincidente con el citado en la bibliografia
(Ferreyra y col., 2002).

Difieren los datos encontrados para el caso de la primavera, en donde Cooperia
se vio pobremente representada en el subsistema, probablemente por la baja eficiencia
del muestreo en la recoleccion debido a las lluvias antes mencionadas para este
periodo. Ostertagia, por su parte, mostré un pico de abundancia en octubre. El
maximo de abundancia para este género discrepd levemente con la bibliografia
(Ferreyra y col., 2002) ya que en aquel caso el mismo ocurrié en otofio-invierno.
Probablemente esta discrepancia se deba a las diferencias geograficas entre las areas
de muestreo y a condiciones climaticas propias del afio.

En cuanto a la valoracion de los huevos por gramo presentados por las
categorias adultas, se debe considerar que el desarrollo del sistema inmune de los
hospedadores adultos inhibe, al menos en forma parcial, la ovoposicion de las
hembras de nematodos, por lo que ya es conocido que los niveles de HPG en bovinos
adultos tienden a ser bajos. Los datos aportados en este trabajo para los rodeos de
animales adultos son consistentes con las cargas usualmente bajas descriptas para
animales adultos (Fiel y Steffan, 1994; Fiel y col., 2005). La variable de HPG sigue
una distribucion asimétrica y de gran dispersion, con una alta frecuencia de de casos
de HPG cero y algunos individuos con HPG muy elevados, lo cual genera una gran
desviacion estandar (Stromberg y Gasbarre, 2006).

Solamente el 25 % de los animales mostr6 muestras positivas al HPG y las mas
altas incidencias se encontraron en el rodeo de alta produccion (excepto en marzo), el

cual incluye todas las vacas que parieron recientemente. En el mes de marzo el rodeo
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de vacas secas y vaquillonas mostr6 la proporcion mas alta de individuos con HPG
positivo. En este momento del afio este rodeo estuvo formado casi exclusivamente
por vaquillonas que se habian inseminado en septiembre-octubre del afo anterior para
reposicion. Y siendo los animales jovenes mas sensibles a las parasitos (lo que
implica también que estos ultimos pueden expresar mas libremente su potencial
reproductivo), descargan mas huevos de nematodos en la materia fecal respecto a las
vacas mas viejas (Claerebout y Vercruysse, 2000).

Las vacas del rodeo 1 (de alta produccion) fueron las que mostraron mayor
porcentaje de positividad. Esto probablemente se deba a que en este rodeo, estan
todas las vacas “frescas” (de reciente paricion), cuyo sistema inmune se halla en
recuperacion del estrés generado durante el periodo de periparto (Claerebout y
Vercruysse, 2000) y por lo tanto menos eficiente en su lucha contra los nematodos.

A pesar de que la mayoria de los géneros presentan la potencialidad de producir
mas huevos por dia que Ostertagia (Cooperia unas cinco veces mas, Haemonchus
unas diez veces mas) (Fiel y col., 2005) las formas adultas del resto de los géneros
son mas sensibles al sistema inmunitario del hospedador, mientras que contra
Ostertagia el desarrollo de la inmunidad es mas lento (Quiroz, 1990). Este hecho
podria explicar la dominancia de Ostertagia en los cultivos de materia fecal de los
rodeos del tambo.

Se puede concluir que la dindmica parasitaria del sistema de tambo se ajusta a lo
esperado para la zona del pais en cuanto a diversidad de géneros parasitarios
presentes, abundancia y grado de infeccion de los animales, con dominancia de los
géneros Ostertagia y Cooperia. Ademas, se demostro que los rodeos constituidos por
animales més jovenes o de reciente paricion, presentaron mayor proporcion de

individuos con HPG positivo.

3.4.1.2 Subsistema de recria

En cuanto a las larvas encontradas en la pastura existieron concordancias y
diferencias en la fluctuacion anual respecto a la esperada para la region segun
estudios previos (Suarez, 1990b; Suarez, 1994). Coincidiendo con la literatura, se
registrd6 un aumento en el nimero de larvas, durante el invierno y principios de
primavera, favorecida por el frio y la humedad que proporcionan las condiciones
Optimas para la supervivencia de las mismas. Ademas, las pasturas retardan su

crecimiento con el frio (y por lo tanto hay menos pasto disponible) lo que ocasiona un
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aumento indirecto de la densidad larval. En discrepancia con los mencionados
trabajos, se observd una gran abundancia larval en periodos estivales (similares a los
invernales). Esto podria deberse, en parte, a la variacion geografica entre los dos
lugares evaluados. Si bien la localidad donde se realizaron relevamientos previos
(Anguil, La Pampa. 36, 52° Lat. S; 64,01° Long. O) se encuentra aproximadamente
en la misma latitud que el sitio de muestreo de este trabajo, ambos sitios difieren en
longitud (Anguil se encuentra 350 km lineales hacia el oeste). Esta variacion
geografica se acompafia por un descenso de las precipitaciones medias anuales y
podria dar cuenta de las diferencias en la composicion anual de las poblaciones
parasitarias. Por otro lado y en forma adicional a lo anterior, otro factor que podria
explicar la atipica abundancia estival de larvas es el clima, ya que 2007 se presentd
como un afo con copiosas lluvias particularmente en primavera que mantuvieron la
humedad del suelo durante un periodo mas prolongado. Durante fines de 2007
(diciembre) y hasta mediados de enero de 2008 las lluvias fueron escasas (Servicio
Meteorologico Nacional (SMN), 2007a; Servicio Meteorologico Nacional (SMN),
2008a) pero a partir de la mitad de enero volvid a llover y se recuperd sostenidamente
la humedad del suelo por lo que febrero de 2008 present6 muy buena humedad
(Servicio Meteorolégico Nacional (SMN), 2008b) Las temperaturas en todo el
periodo descripto fueron las usuales para cada época del afio.

La patogenicidad de los géneros parasitarios difiere entre si, siendo los de
mayor importancia por su impacto en la produccién: Cooperia, Ostertagia,
Haemonchus y Trichostrongilus (Suarez, 1994), todos ellos fueron identificados en el
sub-sistema de recria. Cooperia y Ostertagia se encontraron en la mayor parte de los
meses del afio, situacién de prevalencia coincidente con la citada para la zona (Fiel y
Steffan, 1994). Por otra parte, aunque se habia descripto una mayor incidencia de
Haemonchus 'y QOesophagostomun en verano (Fiel y Steffan, 1994), los datos
recolectados en este trabajo indicaron que Haemonchus se presentd poco abundante a
lo largo del afio pero cuantitativamente constante (exceptuando el pico de marzo) y
Oesophagostomun solo se presentd en otofio-invierno.

Trichostrongylus y Nematodirus resultaron dos géneros escasamente representados en
estas pasturas.

Los animales mas jovenes, integrantes de la “guachera”, criados en jaulas con
balanceado y leche, no registraron huevos de nematodos en sus heces. Esto concuerda

con resultados previos del laboratorio de regulacion hipofisaria (IBYME-CONICET)
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en los cuales efectivamente el HPG fuera 0 en terneros de esta edad (Mejia y col.,
1999). Sin embargo, en aquel caso se habia encontrado un retraso en el desarrollo de
los terneros sin tratamiento antiparasitario, que fue explicado cuando se sacrificaron
individuos y se recuperaron nematodos adultos de sus intestinos. Esto mostrd que ya
en la guachera, con escaso volumen de pasto ingerido, comienza la contaminacion y
el efecto parasitario, aunque la ovoposicion se manifieste recién en la etapa de recria.

En individuos jovenes (recria 1) fue frecuente encontrar conteos elevados de
HPG (por encima de 600). Esto obedece a que los animales mas jovenes son
inmunol6gicamente mas inmaduros por lo que los parasitos pueden expresar todo su
potencial reproductivo en ellos. Tal es asi, que un pequefio nimero de adultos pueden
producir cantidades importantes de huevos. Se ha demostrado que los huevos por
gramo de materia fecal se pueden correlacionar aceptablemente con la poblacion de
nematodos adultos (considerando la ovoposicion de cada género e identificando
larvas por cultivo) hasta pasado el afo de vida, luego la extrapolacion pierde peso por
el fortalecimiento del sistema inmunitario (Fiel y col., 2005).

En las vaquillonas preservicio, que por ser los animales mas maduros del
subsistema de recria ya han estado expuestos a repetidas infecciones parasitarias y por
lo tanto han adquirido el mayor grado de inmunidad, las cargas de huevos en materia
fecal fueron aproximadamente 22 % menores que en la categoria previa (recria 3).

Del analisis de HPG se desprende la idea de que la descarga de huevos de
nematodos en las heces disminuye conforme el hospedador crece y se desarrolla. Esta
evidencia se hallo en hembras no asi en machos, probablemente el ntimero de
categorias analizadas de estos ultimos haya sido insuficiente para revelar diferencia
de HPG asociada a la edad. Los resultados de esta etapa del trabajo son coincidentes
con estudios anteriores que indicaron un aumento sostenido de los niveles de HPG
hasta los 8 meses de edad y después un paulatino descenso hasta la pubertad (Mejia y
col., 1999).

Las hembras de nematodos adultos presentan diferente fecundidad, siendo
Haemonchus y Oesophagostomun las mas fecundas (5.000 a 10000 huevos por dia),
seguidas por Cooperia (500-100 huevos por dia) y Ostertagia (100-200 huevos por
dia) (Fiel y col., 2005).

En cultivo se hallaron 4 de los 6 géneros encontrados en las pasturas, aunque en
diferente orden de abundancia, a saber Cooperia, Ostertagia, Haemonchus y

Trichostrongylus. Esta diferencia en orden de abundancia de géneros larvales
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ofertados en las pasturas y la abundancia de géneros larvales en cultivo (de materia
fecal) podria deberse a una viabilidad diferencial de los huevos de los distintos
géneros o fertilidad diferencial asociada a las condiciones de cultivo en laboratorio
(diferentes a las de campo).

Si se consideran los parametros de fecundidad y de eclosion de larvas en cultivo
se puede concluir que Cooperia y Ostertagia son los nematodos que menos huevos
producen pero mantuvieron niveles de eclosion altos (en condiciones de laboratorio).

A partir de los datos expuestos se puede aproximar indirectamente la proporcion
de poblaciones parasitarias que colonizan a las recrias concluyendo que los géneros
Cooperia, Ostertagia, Haemonchus y Trichostrongylus representan la mayor parte de

la comunidad de adultos parasitos.
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Capitulo 4: Influencia de los

parasitos nematodos en la

produccion de leche v hormonas

relacionadas con la lactancia.
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La mayor cantidad de estudios con respecto a la influencia de los parasitos
nematodos en la produccion se han realizado en ganado de carne, en el cual la
productividad estd en directa relacion con la ganancia de peso corporal (Holmes,
1985; Entrocasso, 1988; Mertz y col., 2005). En ganado lechero, trabajos sobre el
impacto de la presencia de nematodos durante el desarrollo han demostrado un retraso
en el inicio de la pubertad y en consecuencia un importante retraso en el inicio de la
primera lactancia, ademas de la disminucion del area pélvica a los 15 meses de edad y
un aumento en la tasa de rechazo durante la lactancia (Mejia y col., 1999; Mejia y
col., 2009).

Clasicamente, se asume que, en las vacas adultas, el establecimiento de un
equilibrio hospedador-parasito minimiza la actividad patogénica de los parasitos. Sin
embargo, durante la ultima década se han generado evidencias que dan cuenta del
impacto negativo de los parasitos gastrointestinales en el desempeno productivo y
reproductivo de las vacas lecheras. Estudios recientes han descripto el resultado del
tratamiento antihelmintico del rodeo en la produccion de leche (Nodtvedt y col.,
2002; Sithole y col., 2005; Charlier y col., 2007), asi como también la relacion entre
la carga parasitaria y la produccion de leche (Sanchez y Dohoo, 2002; Charlier y col.,
2005). A pesar de todo, el efecto de los parasitos sobre los pardmetros reproductivos
durante la lactancia no esta dilucidado ya que los resultados no son concluyentes
(Charlier y col., 2005; Charlier y col., 2009).

Dado que se ha descripto la aparicion de resistencia a los antiparasitarios en
nematodos que afectan a bovinos (Hosking y col., 1996; Coles y col., 2006; Mejia y
col., 2009), resultaria de gran importancia determinar parametros de selectividad
individual para tratamientos estratégicos que pudieran minimizar su riesgo. El
tratamiento selectivo permitiria mantener en la poblacion parasitaria un reservorio de
alelos sensibles a los tratamientos (Kenyon y col.,, 2009). Por lo tanto, la
identificacion de animales sensibles a contraer parasitos seria una herramienta de gran
utilidad para hacer mas eficientes los tratamientos y prolongar la vida util de las
drogas antiparasitarias existentes.

Por otro lado, existe escasa informacion acerca de los mecanismos endocrinos
involucrados en el detrimento productivo ocasionado por los nematodos parésitos.
Trabajos previos han demostrado los efectos negativos de los pardsitos en la
concentracion sérica de IGF-1, retrasando el inicio de la pubertad en terneras (Lacau-

Mengido y col., 2000). Por otra parte, se ha descripto que la anorexia es uno de los

42



sintomas principales de las infecciones parasitarias (Fox y col., 1989; Simpson,
2000), causando alteraciones nutricionales que pueden modificar la concentracion de
hormonas metabodlicas (Widmaier, 1992; Chagas y col., 2008). Ademas, como fue
expuesto en la introduccion, el sistema GH-IGF-1 es de gran importancia para la
regulacion de la proliferacion y la diferenciacion de las células epiteliales mamarias
(Plath-Gabler y col., 2001), y GH es la principal hormona galactopoyética en los
bovinos (Akers, 2000). Por su parte la hormona insulina actia coordinadamente con
GH, IGF-1, prolactina, hormonas tiroideas y leptina en la regulacion de la particion
de nutrientes y la produccion de leche (Chilliard y col., 2005; Cavestany y col.,
2009b). Todas estas hormonas son susceptibles de ser modificadas por infecciones

parasitarias, pudiendo impactar en la produccion de leche.

4.1 Objetivos

- Evaluar la influencia de parasitos nematodos en la produccion lechera, por
comparacion del volumen producido por vacas con conteo positivo y negativo de
de huevos por gramo (HPG) durante el periparto.

- Investigar la influencia de nematodiasis en concentraciones de hormonas
relacionadas con la lactogénesis, GH, prolactina, IGF-I e insulina, mediante la

medicion de las mismas en suero.

4.2 Materiales vy métodos

Para el desarrollo del presente capitulo se seleccionaron cuatro rodeos de tambo,
los cuales incluyen dos rodeos en produccion, uno de alta produccion (en lactancia
temprana o media) con 80-110 individuos dependiendo del momento del afio y otro
de baja produccion (en lactancia tardia) con 50-70 individuos; ademas un rodeo de
vacas secas (15-30) y uno compuesto de vaquillonas prenadas para reposicion (0-40).

Las vacas en produccion se alimentaron con pasturas implantadas (ryegrass,
alfalfa o trébol dependiendo de la época del afio) con una carga animal promedio de

de 1,5 animales/ha. Ademas, los animales recibieron suplementacion: racion mezcla
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de grano de maiz, girasol, semillas de algodon, cloruro de calcio y silaje de maiz en
concordancia con los requerimientos nutricionales, produccion individual de leche,
estacion y disponibilidad de forraje. Los rodeos de produccion fueron ordenados dos
veces al dia. Los datos individuales de produccion se registraron y guardaron
mediante el sistema Alpro-Milking. El periodo minimo pos parto establecido para
realizar la inseminacion artificial fue de 50 dias. Los datos reproductivos se
registraron con el programa DairyCOMP 305 (Valley Agricultural Software). Las
vacas secas y prefiadas de reposicion se mantuvieron en las mismas pasturas, o de
calidad similar, recibiendo entre 10 y 20 kg de silaje de maiz dependiendo de la
disponibilidad de pasturas. Veinte dias antes de la fecha probable de parto las vacas
se confinaron a un potrero y recibieron una raciéon mezcla de silaje de maiz (18-20
kg), grano de maiz (6 kg) y nucleo mineral para vacas preparto.

Durante dos afios todas las vacas del sistema productivo fueron muestreadas una
vez por mes, tomando materia fecal del recto y sangre de la vena coccigea. Las
muestras fecales fueron mantenidas a 4°C antes del analisis. Las muestras de sangre
fueron centrifugadas para la extraccion de suero el cual fue conservado a -20°C para
la determinacion de las concentraciones hormonales.

Para cada vaca el dia del parto se consideré como dia 0. Las muestras obtenidas
entre el dia 0 y 29 post parto (pp) correspondieron al mes 0 de lactancia, y entre el dia
30 y 59 pp al mes 1 y asi sucesivamente. Para el periodo preparto, las muestras
tomadas entre el dia -30 y -1 correspondieron al mes -1.

Todas las vacas (n=191) que parieron entre marzo de 2007 y febrero de 2008
fueron monitoreadas en cuanto a descarga de huevos en materia fecal y produccion de

leche hasta el fin de la lactancia.

4.2.1 Conteo de huevos de nematodos e identificacion de
géneros.

Los conteos de huevos de nematodos y cultivo de los mismos se realizaron a

partir de muestras frescas de materia fecal, segin la técnica descripta en el capitulo 1.
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4.2.2 Determinaciones hormonales

Las concentraciones de GH y prolactina se determinaron mediante el uso de
anticuerpos procedentes del Hormone Distribution Program del National Institute of
Diabetes and Digestive and Kidney Diseases (NIDDK) (EEUU); la concentracion
minima detectable fue de 0.8 ng/ml para las dos hormonas. Las concentraciones de
insulina se midieron mediante el uso de anticuerpo anti insulina bovina (Sigma, St.
Louis Missouri, EEUU) y estandares de insulina humana procedentes de los
laboratorios Beta (Buenos Aires, Argentina). La concentracion minima detectable
para esta hormona fue de 0,05 ng/ml. Los coeficientes de variacién intraensayo e
interensayo para las tres hormonas fueron menores a 8% y 11%, respectivamente.
Para el RIA de IGF-1 fue necesaria una extraccion previa del factor, con solucion de
etanol-acido, segun se describe en (Lacau-Mengido y col., 2000). Se utilizé el
anticuerpo anti IGF-1 (UB-495) de NIDDK. El coeficiente de variacion intraensayo
fue del 8%, y la concentracion minima detectable fue de 2,5 ng/ml. Los coeficientes
de variacion fueron calculados mediante el uso de sueros controles (Farinati de

Piccinni y col., 1980).

4.2.3 Analisis estadistico

La produccion total de leche se comparé mediante ANOVA de dos vias
utilizando el software SPSS (version 15.0 para Windows, SPSS Inc. ©). Los
factores considerados fueron, nimero de lactancia y positividad al HPG, con un nivel
de significancia del 0,05. Los valores de las muestras individuales de HPG se
compararon mediante test t de Stundent para el caso de comparacion de dos grupos, o
mediante ANOVA de una via seguida del post-test de Bonferroni, para el caso de la
comparacion de tres o mas grupos (se realizd6 una normalizacion previa por
transformacion matematica, log (HPG+1)). El efecto de la positividad al HPG en
torno a la paricion sobre el periodo primer servicio-concepcion se evalué mediante el
analisis de supervivencia de Kaplan-Meier. Primer servicio o concepcion, se definid
como el evento, y dia postparto como el factor tiempo. Los ajustes por nimero de
partos (1 respecto + 2) se incluyeron en el analisis. El test Logrank se realiz6 en

forma posterior. La proporcién de positividad en vacas primiparas y multiparas se
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compard6 por el test de Chi cuadrado. Las concentraciones hormonales se compararon
por ANOVA (analisis de la varianza) de dos vias para medidas repetidas,
considerando los efectos de tiempo y grupo. Las muestras elegidas fueron para los
meses 0, 2, 4 y 6 posteriores al parto (siendo el mes 0 el transcurrido desde el dia del
parto hasta el dia 29 posparto) y los grupos de vacas incluidas fueron las que
resultaron positivas (HPG>0) y negativas (HPG=0) al conteo de huevos de

nematodos en la materia fecal, en el primer muestreo posparto.

4.3 Resultados

4.3.1 HPG en periparto v produccion de leche

Para una descripcion detallada de los niveles de HPG, géneros larvales
presentes en pasturas y en cultivo de materia fecal ver capitulo 1.

Cuando se orden6 la variable HPG en funciéon de los meses de lactancia (Fig.
15) se detect6d un incremento en los niveles de HPG en torno al mes del parto (mes 0),
con un ligero decrecimiento a partir de entonces. Si bien cuando se analiz6 la
produccion total de leche por vaca en funcion de los niveles medios de HPG durante
la lactancia, no se hall6 correlacion significativa (Spearman r=-0,05, p=0,48), cuando
las vacas se agruparon por “positividad” en torno al parto el resultado fue
significativamente distinto. El tiempo promedio de lactancia de las vacas result6 ser
de 358,5 dias = 4,8 (SEM) y la produccion de leche promedio de los animales resulto
23,04 L £0,2 (SEM).

Considerando el resultado expuesto en la figura 15 (mayor descarga de huevos de
nematodos durante el periparto) se optd por agrupar virtualmente los individuos
acorde a positividad al HPG (cero o positivo) en torno al mes de paricion (mes -1, 0 o
ambos) (Fig. 16). A partir de este arreglo se detectaron diferencias en la produccion
total de leche segun la presencia o ausencia de huevos de parasitos en las heces en el
mes 0 y/o en el mes -1. En todos los casos la mayor descarga de huevos se asocioé con
una disminucion en la produccion de leche.

Cuando las vacas fueron separadas por su positividad al HPG en torno al mes 1
(posterior a la paricion, dia 30 a 59 pp), no se observo efecto en la produccion de
leche. No se detectd interaccion entre factores (numero de lactancia y positividad al
HPG) para la produccién de leche en ningin caso, por lo tanto los individuos
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pudieron agruparse en funcion de HPG sin tener en cuenta las pariciones de cada uno

para la presentacion de los datos. La proporcion de HPG positivo durante la lactancia
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Figura 15. Niveles medios de huevos de nematodos en materia fecal de vacas (n=191)
relacionados con los meses en leche. El mes de lactancia cero corresponde al muestreo realizado
entre los dias 0 y el 29 posparto. Las barras verticales representan el error estandar de la media
(SEM). El tiempo promedio de lactancia de vacas fue de 358,5 dias + 4,8 (SEM).
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Figura 16. Produccion total de leche procedente de vacas agrupadas por su positividad al HPG en
torno a la pariciéon. A) Mes=-1: muestra de materia fecal obtenida entre los dias -30 a -1, B) mes=0:
muestra tomada entre los dias 0 a 29, C) mes=-1 y 0: se toman dos muestras, una en el mes -1 y
otra durante el mes 0; D) mes=1: corresponde a muestras tomadas desde el dia 30 al 59.
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fue mayor en vacas primiparas (38%) que en multiparas (22%) (p<0,05), sin embargo
las diferencias en produccion de leche dentro de cada paricion se modificaron
significativamente por la positividad al HPG (no hubo interaccion en el ANOVA), de

este modo el nimero de pariciones no fue considerado para analisis posteriores.
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B HPG=0 B HPG>0

Figura 17. Tiempos de lactancia de animales negativos y positivos al HPG. Mes -1: muestra de
materia fecal obtenida entre los dias -30 a -1. Mes 0: muestra tomada entre los dias 0 a 29. Mes -
1 y 0: se toman dos muestras, una en el mes -1 y otra durante el mes 0. Mes 1: corresponde a
muestras tomadas desde el dia 30 al 59.

Por otra parte cuando se analizaron los periodos de lactancia de cada uno de los
grupos (HPG=0 y HPG>0), no se hallaron diferencias en la duracién de la misma
(Fig. 17).

Se evaluaron también los niveles medios de HPG que presentaron las vacas
durante los meses de lactancia (mes 1-12) y se relaciond la descarga de huevos
presentada por las vacas en ese periodo con la condicion parasitaria inicial, es decir se
analiz6 si la condicidn parasitaria inicial resultaba un buen indice de prediccion de la
descarga de huevos de nematodos que las vacas presentarian durante el periodo de
lactancia (tabla 1). Como se muestra, la positividad a HPG en el mes 0, o meses 0 y -
1, o mes 1 pero no mes -1, predicen (dada la significancia estadistica) la infeccion
parasitaria durante la lactacion.

Se evalu6 también los pardmetros reproductivos, como son los intervalos parto-
primer servicio y parto-concepcion, en relacion con el grado de descarga de huevos
de parasitos nematodos en el periparto, comparando vacas agrupadas por valores de

HPG en las heces en torno a la paricion (tabla 2).
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Momento de Grupo clasificado por HPGal N Media HPG (error p

muestreo periparto estandar)

Mes 0 HPG=0 128 5,0 (0,7) 0,0003
HPG>0 63 15,4 (2,6)

Mes -1 HPG=0 135 8,9 (1,6) 0,08
HPG>0 56 12,4 (1,6)

Mes-1y0 HPG=0 (Ambos) 81  3,5(0,4) <0,0001
HPG>0 (Ambos) 37 15,0(1,5

Mes 1 HPG=0 129 3,8(0,3) <0,0001
HPG>0 62 19,9 (3,2)

Tabla 1: Niveles medios de hpg en materia fecal tomada durante la lactancia (meses 1-12) en vacas
clasificadas acordes a su positividad al hpg en torno a la paricion.

El intervalo parto primer servicio tendio a ser mas corto (p=0,08) para el grupo
de HPG negativo con respecto al grupo HPG positivo en el periodo de posparto (mes
0).

No se registraron otras diferencias significativas en ninguno de los parametros

medidos. El nimero de partos de cada animal no afect6 estos resultados.

Momento Intervalo | Categoria huevos nematodos P
muestreo HPG=0 HPG>0 | Analisis de supervivencia
heces Kaplan-Mayer (post-test
longrank)
Mes -1 P-PS 84,5+ 5,8 91,8+ 7,6 0,327
P-C 111,7+7,2 117,4+11,0 0,834
Mes 0 P-PS 82,2+3,6 100,5 + 8,9 0,080
P-C 1214+7,2 131,9+£ 10,5 0,762
Mes-1y0 P-PS 82,1£62* 102,6 £ 11,4° | 0,249
P-C 103,6 +7,5° 121,8+16,0° | 0,769

Tabla 2. Duracion (en dias) del parto al primer servicio (P-PS) y parto concepcion (P-C) de
vacas con conteo de huevos de nematodos en heces y sin huevos en muestras tomadas en
torno a la paricion. * Ambas muestras hpg negativo. ® Ambas muestras hpg positivo.

4.3.2 Cuantificacion de hormonas relacionadas con la
produccion de leche

Los niveles hormonales de GH, prolactina e insulina durante la lactancia en vacas
con HPG positivo y HPG cero en materia fecal durante el posparto temprano se
grafican en la Figura 18. No se detect6 interaccion entre factores para GH (p=0,27),
prolactina (p=0,48) e IGF-1 (p=0.80). El efecto del tiempo se evidencié para GH e
IGF-1 resultando significativo para ambas hormonas (p<0,001). Como se puede ver

en la Figura 18 A y B, mientras las concentraciones séricas de GH disminuyeron
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durante la lactancia, las concentraciones de IGF-1 aumentaron. También las
concentraciones séricas de prolactina se incrementaron con el tiempo (p=0,05).

Los niveles séricos de GH, prolactina e IGF-1 fueron mayores en vacas con HPG
igual a cero en la primera muestra de materia fecal posparto, comparadas con vacas
con HPG positivo (p<0,01, p=0,02 y p=0,02; para GH, prolactina e IGF-I
respectivamente). Los niveles de insulina fueron estables en el tiempo y no mostraron

diferencias entre los grupos.
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Figura 18. Niveles hormonales séricos durante la lactacion en vacas con HPG>0, (linea roja) y
HPG=0, (linea verde) huevos de nematodos parasitos en la materia fecal en la muestra tomada en el
mes 0 (dias 0 a 29 posparto). A) GH, B: IGF-1. C) prolactina (Prl). D) Insulina. Letras mintsculas
diferentes indican diferentes concentraciones hormonales a los diferentes tiempos (p< 0,05).
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4.4 Discusion y conclusion

4.4.1 Parasitos

La curva de HPG durante la lactancia demuestra que los valores medios mas
altos de HPG suceden en torno al parto. Esto se debié a una mayor proporcion de
muestras positivas en este momento (33%) mas alla de los altos valores individuales
de HPG. Con respecto a esto, es conocido que las vacas lecheras son susceptibles a
incrementos de enfermedades durante el periodo de periparto. El estrés del parto y las
alteraciones metabdlicas durante el inicio de la lactancia deprimen la funcion
inmunitaria, sensibilizando al individuo a ser infectado por patdégenos durante este

periodo (Barger, 1993; Sordillo y col., 2009).

4.4.2 Lactancia y HPG

Las vacas agrupadas por positividad al HPG en torno al parto, mostraron
distintos niveles de HPG durante la lactancia. A pesar de que no se demostrd
correlacion entre los niveles globales de HPG y la produccion leche (como se
mencionod en el punto 4.3.1), esta ultima difiere si las vacas son clasificadas por su
conteo de HPG (cero o positivo) en torno a la paricion (pre o postparto). Cuando
solamente se consider6é una muestra (pre o posparto), la produccion total de leche por
vaca disminuy6 el 12 y el 7 % (para pre y postparto, respectivamente), entre el grupo
con HPG negativo y el grupo con HPG positivo. La diferencia entre los grupos trep6
al 15 % cuando se consideraron dos muestreos conjuntamente (pre y postparto:
muestreos en meses -1 y 0). En cambio, cuando las vacas fueron clasificadas de
acuerdo a su positividad al HPG un mes después de comenzada la lactancia (mes 1),
ya no se registraron diferencias en la produccion de leche entre los grupos, incluso si
la descarga de huevos permanecia en niveles altos por el resto de la lactancia.

La duracion de la lactancia no fue afectada por la positividad al HPG sugiriendo
una disminucién de la produccion independiente del acortamiento de la lactancia.
Esto fue demostrado al analizar las curvas de lactancia, en donde se observo
claramente que los meses de productividad diferente estuvieron durante el primer

tercio de lactancia coincidentemente con la fase de pico de produccion.
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El hecho de que se observe la produccion total afectada por la presencia/ausencia
de huevos de nematodos en la materia fecal durante el periodo de periparto, hace que
se pueda realizar una prediccion sobre el desempefio productivo de los animales, a
partir de la evaluacion de la carga parasitaria de este periodo. La incidencia de otras
enfermedades como la leucosis, metritis o la mastitis no fueron estudiadas en este
trabajo, como tampoco se evaluo el conteo de células somaticas. Por lo tanto la
presencia de parasitos no puede ser asignada como Unica causa del decrecimiento de
la produccion de leche. Seria esperable que futuros trabajos en este campo relacionen
la carga parasitaria con otras patologias causadas por la inmunodepresion propia del
periparto. Como antes se discutid, las vacas en el periparto son susceptibles al
incremento de incidencia y severidad de enfermedades, probablemente debido a las
adaptaciones metabolicas de la lactancia, incluyendo incremento de metabolismo de
los lipidos y estrés oxidativo que deprimen la funcion inmune (Sordillo y col., 2009).
Los resultados expuestos son consistentes con los obtenidos en Canada con
tratamientos antiparasitarios durante la lactancia, con un incremento cercano al 8% en
la produccion de leche que fue reportado conjuntamente con un decrecimiento
sostenido del conteo de huevos (HPG) en la materia fecal (Nodtvedt y col., 2002). De
manera similar un incremento de produccion se reportd en Inglaterra luego de la
aplicacion secuencial de eprinomectina (Gibb y col., 2005). También Charlier
(Charlier y col., 2005) encontr6 una relacién inversa entre la concentracion de
anticuerpos anti-Ostertagia en tanque de reservorio de leche y la produccion total de
los rodeos, sugiriendo un efecto negativo de la presencia de nematodos, aunque no se
estableci6 relacion entre la infestacion de las vacas individuales y la producciéon de
leche.

En cuanto a los parametros reproductivos, solamente pudieron ser demostrados
efectos marginales, cuando una o dos muestras fueron consideradas en torno a la
paricion para clasificar a las vacas. El intervalo parto-primer servicio tendié a ser
mayor en vacas con HPG positivo en el mes 0, comparadas con vacas HPG=0 en el
mismo momento. Sin embargo este retraso en el primer servicio no fue seguido por
un retraso estadisticamente significativo en el intervalo parto-concepcion. Se han
publicado algunos resultados controvertidos respecto a la influencia de la carga
parasitaria en parametros reproductivos. En ganado de carne, el tratamiento
antihelmintico mejord el desempefio reproductivo (Hawkins, 1993). En Canada un

estudio clinico realizado en vacas de tambo tratadas con antihelminticos, mostré un
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decrecimiento del intervalo parto-concepcion (Sanchez y col., 2002). Sin embargo, un
estudio posterior del mismo grupo de investigacion no confirmé estos resultados
(Sithole y col., 2006), probablemente debido a una baja exposicion de las vacas a
pasturas infestadas. En estos estudios todos los rodeos fueron tratados,
independientemente del grado de infestacion de cada individuo, lo que no es
aconsejable desde el punto de vista del manejo de la resistencia a las drogas

antiparasitarias.

4.4.3 Hormonas

Los perfiles de insulina, prolactina, GH e IGF-1 durante la lactancia fueron
similares a los encontrados en vacas lecheras de sistema pastoril en estudios previos
(Becu-Villalobos y col., 2007; Mejia y col., 2009). En este trabajo se hallo que la
presencia de huevos de parasitos durante el periparto afecta las concentraciones
séricas de GH, IGF-1 y prolactina, todas hormonas con activa participaciéon en la
regulacion de la produccion de leche. El incremento en los valores de GH en el grupo
de HPG cero estd probablemente relacionado con la mayor produccion de leche
observada en este grupo, ya que GH es la principal hormona galactopoyética en
bovinos (Bauman, 1999). No se hallaron reportes previos respecto a la alteracion de
esta hormona por nematodos gastrointestinales, aunque su decrecimiento se ha
descripto para varias enfermedades (Whitlock y col., 2008). Insulina no se modifico
por las condiciones de carga parasitaria, sugiriendo que la sintesis de esta hormona no
estd relacionada con las diferencias productivas encontradas. No obstante ambas
hormonas, GH e insulina, son conocidas por estar alteradas por fallas nutricionales
(Hornick y col., 2000), y las interacciones entre parasitos gastrointestinales y su
hospedador ocasionan un perjuicio nutricional sobre este tltimo (Coop y Kyriazakis,
1999).

La baja concentracion de GH, en este caso, es acompafiada por bajos niveles de
IGF-1 en vacas con HPG positivo, lo cual es esperable ya que GH incrementa la
produccion hepatica de IGF-1. Por otro lado, IGF-1 estd también relacionada con el
plano de nutricion y la produccion de leche en vacas lecheras alimentadas con
pasturas (Pedernera y col., 2008). Las bajas concentraciones de IGF-1 en vacas con

HPG positivo en el posparto temprano que se muestran en este estudio,
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probablemente reflejan un peor estado energético, causado por pardsitos que
disminuyen el consumo de alimentos, y causan subnutriciéon (Simpson, 2000), o
alternativamente, las vacas con un marcado balance energético negativo (reflejado en
los bajos niveles de IGF-1) tienen una alta carga parasitaria ya que se ha visto que una
restriccion alimentaria, en presencia de oferta parasitaria, incrementa la infestacion
(Coop y Kyriazakis, 1999).

La asociacion entre el estado nutricional y la carga parasitaria en el periparto
podria ser indirectamente inferida por la relacion de niveles de IGF-1 y positividad a
HPG. Trabajos anteriores sostienen que los parasitos perjudican el crecimiento
normal y el inicio de la pubertad (Mejia y col., 1999), y que el IGF-1 circulante estria
involucrado en este efecto (Lacau-Mengido y col., 2000). En este sentido, la
disminucion de IGF-1 durante la primera fase de lactancia puede ser también, al
menos en parte, responsable por el retraso observado en el primer servicio (Cavestany
y col., 2009a). La prolactina también estd involucrada en la produccion de leche y
participa de la diferenciacion de células epiteliales en la glandula mamaria (Oakes y
col., 2008), y probablemente mantiene la lactancia previniendo ademds la muerte
celular (Flint y col., 2005; Flint y col., 2006). Por otro lado, la prolactina interactiia
con la leptina para aumentar la sintesis de leche (Feuermann y col., 2004). El mayor
nivel de prolactina encontrado en el grupo con HPG cero podria dar cuenta, al menos
en parte, de los mayores niveles productivos observados en este grupo. Sin embargo
existen resultados previos en terneras prepuberes que sugieren que los niveles de
prolactina son disparados, no disminuidos, por las altas cargas parasitarias (Diaz-
Torga y col., 2001). Esta observacion dispar podria explicarse por la diferencia de
edad de los animales, ya que como se mostro, las vacas adultas presentan una carga
parasitaria mucho menor que los animales en desarrollo.

Las diferencias en los niveles de prolactina en el presente grupo de vacas podrian
ser el resultado de la diferencia etaria de los animales y la relativamente baja carga

parasitaria registrada en vacas.

4.4.4 Conclusion

En base a los resultados presentados se concluye que el detrimento en la

produccion de leche de leche observado en las vacas con mayor descarga de huevos
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de parésitos en el periparto, podria estar mediado por hormonas de tipo metabdlicas y

galactopoyéticas como GH, IGF-1 y prolactina.

4.4.5 Conclusion de tipo practico para la produccion

El conteo de huevos de nematodos en la materia fecal en torno a la paricion,
resultaria ser una herramienta Util para detectar vacas individuales a ser tratadas con
antihelminticos en pos de mejorar su desempeflo productivo. Esta estrategia podria
minimizar la utilizacion de drogas antiparasitarias y por lo tanto disminuir el riesgo

de generar resistencia.
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Capitulo 5: Evaluacion del efecto

tratamiento antiparasitario sobre el

desarrollo de la glandula mamaria

de terneras Holstein
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Como se ha descripto, los parasitos causan trastornos a nivel sistémico,
fundamentalmente por el redireccionamiento de la energia ingerida por el
hospedador, que es transferida en proporcion significativa a los parasitos. En bovinos
esta patologia afecta principalmente a las categorias mas jovenes dado que su sistema
inmunolégico se encuentra en desarrollo. Entre las consecuencias que ocasionan las
parasitosis se cuentan: menor crecimiento corporal, retraso puberal y alteraciones en
concentraciones hormonales relacionadas con el crecimiento y desarrollo.

La hipotesis de este capitulo plantea que la influencia sistémica originada por la
presencia de nematodos gastrointestinales se traduciria, a nivel mamario, en
parametros relacionados con el desarrollo de la glandula (como por ejemplo la
proliferacion celular y la relacidon parénquima/estroma), y en pardmetros relacionados
también con la regulacién hormonal (como la densidad de los receptores de estrogeno
y de proteinas ligadoras de IGF-1 que influyen sobre la actividad de este factor).

Son ampliamente conocidos desde hace tiempo los efectos de los nematodos
gastrointestinales sobre la tasa de ganancia de peso corporal en rodeos de carne y de
leche (Ryan y col., 1997; Mejia y col., 1999). Los mismos estan relacionados ademas,
con alteraciones morfologicas como la disminucion del area pélvica, asi como
también con el retardo de la maduracidon sexual debido a la alteracion del patron de
secrecion de la hormona LH, y el retraso del pico de la hormona leptina previo a la
pubertad (Ambrustolo y col., 1990; Zajac y col., 1991; Diaz-Torga y col., 2001).
Todos ellos estan interrelacionados y probablemente respondan a alteraciones
fisiologicas endocrinas, producto del redireccionamiento energético, que lleva a la
disminucion de IGF-1 en los animales infectados (Mejia y col., 1999; Lacau-Mengido

y col., 2000).

5.1 Objetivos

-Evaluar, en animales tratados con antiparasitarios y controles, posibles
diferencias en las concentraciones de las hormonas involucradas en el desarrollo y el

crecimiento (GH, IGF-1) y en la hormona marcadora de la pubertad (Progesterona).

57



-Evaluar el efecto del tratamiento con antiparasitarios en el desarrollo de la
glandula mamaria de terneras Holstein mediante la realizacion de biopsias sucesivas y
determinacion de los siguientes parametros:

a. Relacion: area epitelial/area estromal.

b. Proliferacion celular, mediante la cuantificacion de la expresion de
PCNA  (antigeno nuclear de proliferacion celular) por
inmunohistoquimica (IHQ).

c. Receptores de estrogeno alfa (ER-o) mediante IHQ.

d. IGFBPs (2 y 3) por IHQ utilizando anticuerpos especificos.

5.2 Materiales vy métodos

En el subsistema de recria de la Escuela Agropecuaria Inchausti (UNLP) se
generaron dos grupos experimentales de terneras, conteniendo 80 individuos en total,
en 3 réplicas, nacidas en diferentes momentos del afio (30 nacidas en otofio, 20
nacidas en invierno y 30 nacidas en primavera). Estas fueron asignadas al nacer,
alternativamente, a uno de los dos grupos siguientes: controles o con tratamiento
antiparasitario. El tratamiento se aplic6 mensualmente de forma sistematica desde la
guachera (primera etapa de la recria). Se practico rotacion de drogas, Ivermectina 1 %
(1 ml/50 kg), Levamisol 15 % (1/2 ml/15 kg) y Fenbendazol 25 % (2 ml/100 kg) con
el objetivo de mantener minimos los niveles de infestacion del grupo tratado. Ambos
grupos fueron criados en iguales condiciones, y expuestos a la misma infestividad
larvaria de las pasturas. En forma mensual, todas las terneras fueron pesadas, y se les
extrajo, a cada una, materia fecal para el conteo de huevos de nematodos para evaluar
el grado de contaminacién individual y la eficacia del tratamiento, y muestras de

sangre de la vena caudal para evaluar las concentraciones hormonales.

5.2.1 Determinaciones hormonales

La sangre extraida a los grupos experimentales fue mantenida a temperatura
ambiente toda la noche y posteriormente se extrajo el suero por centrifugacion, el cual

se mantuvo congelado a -20 °C hasta el momento de realizar las determinaciones.
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En suero se cuantificaron IGF-1 y progesterona por RIA. Para ambos casos se
determiné la concentracion de la hormona en ng/ml (Lacau-Mengido y col., 2000).
Para el caso particular de progesterona fue significativo identificar el momento del
desarrollo (edad) en que se produce el primer pico de la hormona que indica el inicio

de la pubertad (Lacau-Mengido y col., 2000).

5.2.2 Evaluacion del efecto del tratamiento antiparasitario en la
glandula mamaria de terneras Holstein

5.2.2.1 Biopsias de glandula mamaria

Durante 3 afios (2007-2009) se obtuvieron muestras de tejido mamario a través
de la realizacion de biopsias en terneras de 20, 30, 40 y 70 semanas de edad. Se
utilizo el cuarto caudal derecho de la ubre de 6-8 animales por grupo en cada repique
(3-4 controles y 3-4 tratadas). Para esta practica se siguidé la metodologia empleada
por Sorensen (Sorensen y col., 2006), adaptada a terneras Holstein por Licoff (Licoff
y col., 2009) (Fig. 19).

Los animales fueron sedados en la manga con acepromacina 1% (0,1 mg/kg) y
posteriormente sujetados y volteados para ubicarlos en posicion decubito supino. En
esta posicion se realizo la tricotomia, limpieza y antisepsia de la zona de biopsiay se
colocod anestesia local por infiltracion con lidocaina 2% (5 ml). Después de

aproximadamente 7 minutos se procedi6 al biopsiado, para lo cual se utilizo un

Figura 19. Toma de biopsia en una ternera Holstein. A) Introduccion de la aguja y disparo del
biopsiador. B) Estado del animal posterior a la toma de muestra. C) Muestra de tejido mamario a
ser retirada de la aguja de biopsia.
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biopsiador automatico para tejidos blandos, marca TRU-CORE 1 (Angiotech). Con

este equipo se utilizaron agujas para biopsias de 14 G X 20 cm (Angiotech).

5.2.2.2 Procesamiento del tejido mamario

Las muestras de tejido mamario de cada animal en cada uno de los tiempos antes
mencionados, de aproximadamente 40 mg cada una, fueron fijadas en formol-buffer
4% durante 6 a 8 horas a temperatura ambiente. Luego de un lavado prolongado en
agua corriente y buffer fosfato salino 0,05 M pH 7,5 (PBS) se deshidrataron en
concentraciones graduales crecientes de alcohol etilico, se aclararon en xilol y se
embebieron en parafina siguiendo protocolos de rutina (Woods y Ellis , 1994). Los
tacos histologicos fueron cortados en un micrétomo rotativo manual. Los cortes
seriados de 5 um de espesor fueron montados en portaobjetos previamente tratados
con 3-aminopropyltriethoxysilane (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) y secados durante
24 hs a 37 °C.

5.2.2.3 Histologia (medicion de la relacion parénquima/estroma)

Luego de realizados los cortes histologicos, se efectud una tincidon de rutina con
hematoxilina/eosina. La hematoxilina es una base que tifie de manera preferencial los
componentes acidos de la célula de un color azulado. El nucleo celular y los
ribosomas contienen gran cantidad de componentes acidos por lo que presentan gran
afinidad por este colorante. La eosina es un acido que tifie los componentes basicos
de la célula de color rosado (Gartner y Hiatt, 1995). De este modo, el parénquima de
la glandula, que posee gran cantidad de células epiteliales con nucleos de pequeio
tamafio se tifie de azul-violeta, mientras que el estroma que posee abundantes fibras
coldgenas embebidas en una matriz amorfa, células de mayor tamafo y con
almacenamiento lipidico se torna rosado-blancuzco (Fig. 20 A y B). Una vez
realizado este procedimiento se tomaron entre 30 y 40 iméagenes recorriendo todo el

corte histoldgico a X 400.
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Figura 20. A) Biopsia completa de glandula mamaria bovina (X100). B) Unidad ductal terminal
(TDU) (X 400). EI area azul en ambas figuras representa al parénquima mamario mientras que el
area rosada-blanquecina corresponde al estroma mamario. Coloracion: Hematoxilina/eosina.

Utilizando el software Image-Pro Plus (Version 3.0 de Media Cibernetics, 1993-
1997), se delimitdé y cuantifico el area tefiida de azul integrada por células del
parénquima y mioepiteliales, para luego calcular el cociente de ésta respecto al area

total del corte (parénquima mas estroma).

5.2.2.4 Inmunohistoquimica

Los diferentes anticuerpos utilizados y sus concentraciones de uso se detallan en
la tabla 3. Cada anticuerpo fue probado al menos en 5 secciones de tejido para cada
muestra. Se utilizd el método streptavidina-biotina-inmunoperoxidasa segun
descripciones previas de (Dallard y col., 2005; Dallard y col., 2007; Ortega y col.,
2007; Dallard y col., 2011). Brevemente, las secciones fueron desparafinadas,
hidratadas y tratadas con recuperacion antigénica o no, dependiendo del anticuerpo
primario utilizado. La actividad de la peroxidasa endogena fue inhibida con H,O; 1%
y las uniones inespecificas fueron bloqueadas con suero normal de cabra 10%. Las
secciones fueron incubadas con el anticuerpo primario 18 hs a 4°C. Luego de tres
lavados sucesivos con PBS de 5 minutos cada uno, los cortes fueron incubadas con el
anticuerpo secundario biotinilado, seleccionado especificamente de acuerdo al tipo de
anticuerpo primario utilizado (monoclonal o policlonal), durante 30 minutos a
temperatura ambiente. La visualizacion del antigeno se realizd por el método
streptavidina-peroxidasa (BioGenex, San Ramon, CA) utilizdndose como cromdgeno

3.3-diaminobenzidina (DAB) (Liquid DAB-Plus Substrate Kit - Zymed, San
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Francisco,

CA). Finalmente

los cortes fueron lavados

en agua destilada,

contracoloreados con hematoxilina de Mayer, deshidratados y montados.

Anticuerpos Huésped | Dilucion | Procedencia Recuperacion
antigeénica (RA)

Primarios

PCNA (Clon PC-10) | Ratén 1:400 Novocastra Microondas

ER-a (Clon 1D5) Raton 1:50 Biogenex Olla a presion

IGFBP-2 Conejo 1:100 Biotech Reagents Microondas

IGFBP-3 Conejo 1:100 Biotech Reagents Microondas

Secundarios

Anti conejo I1gG Cabra 1:300 LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.

Anti ratén 1gG Cabra 1:120 LETH, UNL, Sta. Fe, Arg.

Tabla 3. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados, sus diluciones de trabajo, método de
recuperacion antigénica empleado y procedencia.

5.2.2.5 Controles

Para verificar la especificidad de la técnica utilizada se realizaron los siguientes
controles:

A- Omision del anticuerpo primario y reemplazo por suero no inmune de conejo
o raton segun el anticuerpo primario que se reemplaza (Fig. 21, A).

B- Omision del anticuerpo secundario biotinilado.

C- Para excluir la posibilidad de la no supresion de la actividad de la peroxidasa
endogena, algunas secciones fueron incubadas solamente con el reactivo DAB.

D- Como control positivo se utilizaron tejidos con reactividad conocida al

anticuerpo primario utilizado.

5.2.2.6 Analisis de imagenes

Se obtuvieron imagenes de todas las secciones histologicas provenientes de todos
los animales de cada tratamiento (50-60 por individuo), mediante una cdmara de
video color CCD Moticam 2000 (Mikron Instrument Inc., California, USA) montada

en un microscopio convencional Olympus CX31, (Olympus Co., Japén) usando un
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objetivo 40X. Se digitalizaron campos microscopicos que cubrieron toda el area a
analizar y se almacenaron bajo el formato TIFF con una definicion de 1200 x 1600
pixels y 24 bits de color. Se realizo el analisis de las imagenes utilizando el programa
Image-Pro Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring, MA, USA). A la
magnificacion usada, cada pixel de la imagen correspondia a 0,13 um, y cada campo

representaba un area de tejido de 0,032 mm?

5.2.2.7 Cuantificacion de la inmunomarcacion

Los detalles metodologicos del analisis de imagenes como un método validado
para cuantificar niveles de expresion fueron previamente descriptos (Dallard y col.,
2005; Ortega y col., 2007; Dallard y col., 2010; Dallard y col., 2011). Brevemente, el
area marcada por IHQ por la reaccion del anticuerpo, fue calculada como porcentaje
del area total evaluada a través de andlisis de segmentacion de colores, localizando
todos los objetos de color especifico (marcacion marron). De la marcacién marron fue
seleccionado el color de mayor intensidad y luego se aplicd una mascara para separar
los colores de forma permanente. El porcentaje de area inmunomarcada (mdascara
negra) fue calculado para al menos 50 imagenes de cada uno de los cortes que
comprendian estructuras de parénquima y estroma.

La inmunomarcaciéon para PCNA, ER-a, IGFBP-2 e IGFBP-3 se cuantifico

utilizando la metodologia descripta.

5.2.2.8 Evaluacion v cuantificacion de la proliferacion celular

La proliferacion celular se evalu6 a través de la inmunomarcacion de PCNA
(antigeno nuclear de proliferacion celular). La marcacion de PCNA fue revelada por
[HQ utilizando un anticuerpo monoclonal especifico (Tabla 3).

Todas las células inmunomarcadas para PCNA se consideraron positivas. Estas
presentaron reaccion nuclear positiva con alta heterogeneidad en la intensidad de la
tincion (débil, moderada e intensa) (Fig 21, B). Por este motivo se procedi6é a medir
solo el area representada por los nucleos de las células intensamente marcados. En
forma seguida se delimito el area ocupada por las unidades ductales terminales (TDU)
y se incluy6 a las células mioepiteliales en la delimitacion. Posteriormente se marco

la reaccion nuclear més intensa y se generd automaticamente una mascara en blanco y
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negro mediante el programa Image Pro-Plus 3.0.1 (Media Cybernetics, Silver Spring,

MA) que permiti6 cuantificar el porcentaje de area inmunomarcada (Fig. 21, C).

5.2.2.9 Evaluacion v cuantificacion de proteinas licadoras de IGF-1 IGFBP-2 v
3)

Las proteinas ligadoras de IGF-1 se evaluaron mediante anticuerpos especificos
(Tabla 3). En el tejido mamario estas proteinas estan presentes en el estroma y en el
parénquima, evidenciando una marcacion de tipo citoplasmatica en las células que
componen el tejido (Fig. 21, D). En las imagenes se considerd como positiva la marca
especifica de mayor intensidad. Posteriormente se efectué la méscara en blanco y
negro que permitié cuantificar el porcentaje de drea marcada (Fig. 21, E), refiriéndola

a area total observada.

5.2.2.10 Evaluacion v cuantificacion de receptores de estrogeno (ER-a)

Para la visualizacién de los receptores de estradiol se utilizd el anticuerpo
especifico citado en la tabla 3. Dado que la marcacion presentada por el ER-a es
nuclear, se sigui6o la misma metodologia de tratamiento de imagenes y cuantificacion

descripta para PCNA.
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Figura 21: A) Muestra control negativo de la técnica de inmunohistoquimica, la cual carece de
anticuerpo primario. B) Muestra tratada con anti-PCNA. C) Mascara de la imagen —B revela
marcacion nuclear. D) Muestra tratada con anti-IGFBP-2. E) Mascara de la imagen —D revela
marcacion citoplasmatica. X 400.

65



5.2.3 Analisis estadisticos de los datos

Para la evaluacion de datos provenientes de muestras de materia fecal, pesos y
concentraciones séricas de IGF-1 de terneras tratadas y controles se utilizo ANOVA
de dos vias (o factores) para medidas repetidas considerando el tiempo (edad) como
un factor y el tratamiento como otro factor.

Cuando hubo diferencia significativa en tiempo, se aplicé a cada punto (edades
de los animales) t Student como post test, este analisis indic6 el o los tiempos donde
se encontraban las diferencias entre grupos.

Los datos correspondientes a la entrada en pubertad (primer pico de
progesterona) se analizaron por medio de andlisis de supervivencia y a las curvas
arrojadas por este se les aplico la prueba del logaritmo del rango.

Para comparar los pardmetros medidos de glandula mamaria (% de area de
parénquima, PCNA, IGFBP-2 y 3 y ER-a) se utilizaron tests no paramétricos. Para
determinar diferencias entre grupos experimentales a lo largo del tiempo (efecto
tratamiento) se utilizo el test de Friedman. El mismo test fue utilizado para evaluar
variaciones de los parametros dentro de los grupos (efecto tiempo dentro de cada
grupo). Para evaluar el efecto del tratamiento puntualmente dentro de cada uno de los
tiempos (edades de los animales) se emple6 la U de Mann-Whitney.

En todos los casos la significacion estadistica se fijé en p<0,05.
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5.3 Resultados

5.3.1 Influencia de los nematodos a nivel sistémico

5.3.1.1 Conteo de huevos por gramo en materia fecal

Se evalud la cantidad de huevos de nematodos parasitos en materia fecal que
presentaron los animales sometidos a ensayo (tratados con antiparasitarios y
controles). Ambos grupos presentaron conteo de huevos a partir del 5°° mes de edad

(Fig. 22).
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Figura 22. Evaluacion de huevos por gramo (HPG) segun la edad en terneras tratadas con
antihelminticos y controles Las barras representan las medias £ SEM. *Indica p<0,05 para
cada periodo de tiempo.

El anélisis estadistico reveld interaccion (tratamiento x tiempo) (pr+=0,012). Por
otra parte, se observd un efecto del tiempo de muestreo para los diferentes
tratamientos (p=0,04) y la evaluacion estadistica en cada periodo de tiempo revel6 un
aumento (p < 0.05) en el conteo de HPG en los animales controles sin tratamiento
antiparasitario con respecto a los tratados a los 6, 7 y 10 meses de edad (Fig. 22). El
conteo de HPG en materia fecal fue mayor en el grupo de terneras controles sin

tratamiento antiparasitario durante el periodo de muestreo (pr=0,001).
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5.3.1.2 Evaluacion del desarrollo corporal de los grupos experimentales
mediante peso corporal

La evolucion temporal del peso de las terneras tratadas y controles se muestra en
la figura 23.

El analisis estadistico mostrd interacciéon tiempo x tratamiento (pr+=0,001).
Ademas se observo un efecto del tiempo (p~0,0001). Las terneras que recibieron
tratamiento antiparasitario mostraron mayor peso que las controles durante el periodo
de muestreo (pr=0,019) y el aumento en el peso corporal de las terneras tratadas con
antiparasitarios con respecto a las controles se detectd a partir del mes 5 de vida
(p=0,04) observandose un aumento progresivo hasta el mes 9 donde se detectaron las

mayores diferencias (p=0,001) (Fig. 23).
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Figura 23. Pesos de los grupos tratados y controles a lo largo de un afio. Las barras
indican medias = SEM. La diferencia entre los mismos se hace significativa a partir del
mes 5. *Indica p<0,05.

5.3.1.3 Concentraciones séricas de IGF-1

Las concentraciones séricas promedio de IGF-1 evaluadas a las 20, 30, 40 y 70
semanas de vida en grupos tratados y controles se muestran en la figura 24. El analisis
estadistico para las concentraciones séricas de IGF-1, de terneras tratadas y sin tratar,
evaluadas a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida no mostr6 interaccion significativa
(pr+=0.9), mientras que si se observo un efecto del tiempo de muestreo (p=0.012) y

del tratamiento (pr=0.002). Las terneras tratadas con antiparasitarios mostraron
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mayores concentraciones de IGF-1 que las controles sin tratar, y a las 70 semanas de
edad se observaron los mayores niveles séricos con respecto a las otras edades

analizadas (post-hoc test p < 0.05).

25 7 *

20

IGF-I (ng/ml)

30 40 70
Edad (Sem.)

@ Tratado @ Control
Figura 24. Medias de las concentraciones séricas de IGF-1 a las 20, 30, 40 y 70 semanas de

edad de terneras tratadas con antiparasitarios (barra verde) y controles (barra roja) + SEM.
*Indica p<0.05.

5.3.1.4 Estado puberal

En la figura 25 se muestra la edad promedio a la cual las terneras tratadas y
controles alcanzaron la pubertad, la cual correspondi6 a 34 semanas para tratadas y 38

para controles (p=0,02).
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Figura 25. Edad promedio de entrada en la pubertad en semanas de los grupos tratados
con antihelminticos (verde) y controles (rojo). Medias = SEM. * Indica p=0,02.
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La figura 26 muestra los porcentajes promedios de terneras puberes a cada uno
de los tiempos analizados, revelandose diferencia en el porcentaje de individuos que
entran en pubertad a las 20 y 40 semanas, resultando todas las terneras tratadas

puberes a en este ultimo tiempo (p=0,0179).
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Figura 26. Porcentajes (%) promedios de terneras puberes de los grupos tratados con
antihelminticos (verde) y controles (rojo) a las 20, 20 40 y 70 semanas de vida.

5.3.2 Influencia de los nematodos sobre el desarrollo de la
glandula mamaria

En este apartado se describen las diferencias intramamarias derivadas de la
comparacion de terneras tratadas (con antihelminticos) respecto a controles durante el
desarrollo en los parametros de: relacion parénquima/estroma, proliferacion celular,
expresion de componentes del sistema de IGF y en la expresion de receptores de

estrogenos alfa.

5.3.2.1 Relacion parénquima/estroma

En la figura 27 se observan imagenes de cortes histologicos obtenidos a partir de
biopsias de tejido mamario tefiidas con hematoxilina/eosina, de terneras tratadas con

antiparasitarios y controles a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida.
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Edad (Sem.) Tratamiento

Figura 27. Biopsias de glandula mamaria de terneras tratadas con antiparasitarios y controles a
las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. Coloracion: Hematoxilina/eosina. X 200.
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En la figura 28 se observan las proporciones de parénquima con respecto al tejido
total en ambos grupos de terneras, a las cuatro edades estudiadas. El analisis
comparativo entre tratamientos indic6 una mayor proporcion de parénquima en las
glandulas mamarias de las terneras tratadas (pr=0.04). No se encontraron diferencias
temporales de inmunomarcacion a nivel intragrupo (tratados, pg=0,12; controles,
p«c=0,33).

Cuando se evaluaron las diferencias entre tratadas y controles para cada edad, no
se observaron diferencias en los porcentajes de parénquima entre tratados y controles

en ninguna de ellas (p20=0,1, p30=0,4, p40=0,1 p70=0,4).
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Figura 28. Porcentaje de parénquima en biopsias de glandula mamaria en animales tratados con

antiparasitario y controles sin tratamiento a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. Las barras
representan las medias + SEM.

5.3.2.2 Proliferacion celular mediante expresion de PCNA en tejido mamario

La proliferacion celular en tejido mamario de terneras tratadas con antiparasitario
y sin tratamiento a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida, evaluada mediante la
expresion nuclear de PCNA, se muestra en la figura 29.

La marcacion con el anticuerpo se evidencid en los nucleos de las células
epiteliales y estromales, variando de débil a intensa (color marrén). Particularmente
en las unidades ductales terminales (TDU) se observd marcacion tanto en células
epiteliales como en las mioepiteliales que rodean a los ductos (Fig. 29).

Las terneras tratadas con antiparasitarios mostraron, a las 20, 30, 40 y 70

semanas de vida, una tendencia (pr=0,08) a presentar un promedio mayor de area
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Edad (Sem.) Tratamiento Control

Figura 29. Inmunomarcacion con anti-PCNA en glandula mamaria de terneras tratadas (izquierda)
y controles (derecha) a las 20, 30, 40 y 70 semanas de edad. Las flechas indican ntcleos de células
PCNA intensamente marcadas (marrén) en el epitelio que reviste las unidades ductales terminales.
X 400.
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inmunomarcada para PCNA con respecto al grupo control (Fig. 30).

En la evaluacion de la inmunomarcacion a nivel intragrupo para todos individuos
tratados y controles (por separado) a todos los tiempos, no se registrd diferencias
(pir=0,42, pic=0,56). Tampoco se observaron diferencias en los porcentajes de
inmunomarcacion para PCNA entre las hembras tratadas y controles a ninguna de las

edades analizadas (p20=0,1, p30=0,2, p10=0,2 p70=0,4).
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Figura 30. Porcentaje de area inmunomarcada con anti-PCNA asociado a parénquima de glandula
mamaria de terneras tratadas con antiparasitario y controles sin tratamiento a las 20, 30, 40 y 70
semanas de vida. Las barras representan las medias + SEM.

5.3.2.3 Expresion de IGFBP-2 en tejido mamario

La figura 31 muestra en forma comparativa la inmunomarcacion con anti IGFBP-
2 en tejido mamario de terneras tratadas con antiparasitario y controles sin
tratamiento. La expresion de IGFBP-2 en tejido mamario proveniente de terneras
tratadas y controles se asocid a estructuras del parénquima y estroma mamario. Se
observd reaccidon intensa a la inmunomarcacion en el citoplasma de las células
epiteliales que revisten los conductos mamarios. Células del estroma como
fibroblastos y células endoteliales de los vasos sanguineos también mostraron
reaccion intensa en su citoplasma; asimismo las fibras del tejido conectivo mostraron
marcacion positiva.

En la figura 32 se muestran los porcentajes de drea inmunomarcada para IGFBP-
2 en biopsias de glandula mamaria de terneras sometidas a tratamiento antiparasitario

y en controles. El porcentaje de inmunomarcacion en el tejido mamario de los
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animales tratados vari6 con la edad mientras que en el de los controles permanecio
practicamente constante durante el desarrollo. Las terneras tratadas mostraron niveles
maximos de inmunomarcacion en la semana 40 de vida y minimos en los extremos
etarios analizados (20 y 70 semanas). El analisis estadistico mostrd una disminucion
significativa en los porcentajes de inmunomarcacion para IGFBP-2 en tejidos
provenientes de hembras tratadas con antiparasitario durante el desarrollo con
respecto a las hembras controles (no tratadas) (pr=0,04).

La evaluacion temporal a nivel intragrupo indicé que la inmunomarcacion para
IGFBP-2 de los individuos tratados, tendi6 a variar con el tiempo (pr=0,06), en tanto
que en controles no se registro diferencia (pc=0,98). No se observaron diferencias en
los porcentajes de marcacion para IGFBP-2 entre hembras tratadas con antiparasitario
y controles en ninguna de las edades analizadas separadamente (p2o=0,1, p30=0,2,

p4():0,7 p70:O 1 )

5.3.2.4 Expresion de IGFBP-3 en tejido mamario

La expresion de IGFBP-3 en tejido mamario proveniente de terneras tratadas y
controles se asocid a estructuras del parénquima y estroma mamario. La figura 33
muestra comparativamente la inmunomarcacién con anti-IGFBP-3 para tejido
mamario, de terneras tratadas con antiparasitario y controles sin tratamiento, durante
el desarrollo. El tejido conectivo que rodea a los conductos mamarios reacciond
intensamente a la inmunomarcacion al igual que el citoplasma de las células
epiteliales que revisten los TDU. También se observd inmunorreaccion en el
citoplasma de las células endoteliales de los vasos sanguineos y en los fibroblastos
del tejido conectivo.

En la figura 34 se muestran los porcentajes de drea inmunomarcada para IGFBP-
3 en biopsias de glandula mamaria de terneras sometidas a tratamiento antiparasitario
y en biopsias control. Los porcentajes de inmunomarcaciéon en tejido de animales
tratados no mostraron diferencias con respecto a los controles durante el desarrollo
(pr=0,7). No se observo un efecto del tiempo de muestreo en los porcentajes de
inmunomarcacion para IGFBP-3 a nivel intragrupo, ni para los individuos tratados
con antiparasitarios (psr=1) ni para los controles (pic=1). El analisis en cada punto del

tiempo (edades) no arrojo diferencias entre los grupos experimental analizados

(p20=1, p30=0,4, p40=0,4).
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Edad (Sem.) Tratada Control

Figura 31. Inmunomarcacion para IGFBP-2, en terneras tratadas con antiparasitario (izquierda) y
controles sin tratamiento (derecha). Biopsias realizadas a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. X
400.
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Figura 32. Porcentaje de inmunomarcacién con anti-IGFBP-2 asociado a parénquima y
estroma de glandula mamaria de terneras tratadas con antiparasitario y controles sin
tratamiento a las 20, 30, 40 y 70 semanas de vida. Las barras representan las medias + SEM
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Figura 33. Inmunomarcacion para IGFBP-3, en terneras tratadas con antiparasitario (izquierda) y
controles sin tratamiento (derecha). Biopsias realizadas a las 20, 30 y 40 semanas de edad. X400.
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Figura 34. Porcentaje de inmunomarcacion con anti-IGFBP-3 asociado a parénquima y
estroma de glandula mamaria de terneras tratadas y controles sin tratamiento a las 20,
30 y 40 semanas de vida. Las barras representan las medias + SEM.

El analisis de IGFBP-3 no incluy6 la semana 70 dado que cuando se cuantifico
esta proteina (cronologicamente la ultima cuantificada de este trabajo) los tacos
histologicos de biopsias pertenecientes a 3 terneras disponian de escaso material lo

que tornd imposible una cuantificacion comparativa.

5.3.2.5 Expresion de receptores de estrogeno alfa (ER-a) en tejido mamario

En la figura 35 se muestran comparativamente imagenes de tejido mamario
marcado con anti-ER-a. En todos los periodos evaluados, se observo
inmunomarcacion en los nucleos de las células epiteliales ubicadas en posicion
medio-basal en el epitelio que reviste los TDU (marcacion marrén). Las células
mioepiteliales y estromales resultaron negativas a la inmunomarcacién con anti-ER-
.

Los resultados de la inmunomarcacion revelaron que el area marcada para ER-a
fue superior en las terneras tratadas con antiparasitarios con respecto a las controles
sin tratamiento para todos los periodos analizados en conjunto (p1=0,021). El analisis
de las terneras tratadas con antiparasitarios contemplando todas las edades, mostrd
efecto del factor tiempo (p=0,042), en cambio para individuos controles no se
detectd variacion entre los tiempos (pic=0,241). La variacion temporal en la expresion
de ER-a observada en los individuos tratados, se vié reflejada en la variaciéon de los

promedios, hallindose tendencia creciente, con respecto al muestreo anterior, en la
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expresion del receptor a las 30 semanas y tendencia decreciente a las 40 y 70 semanas
de edad (Fig. 36).
El analisis en cada periodo de muestreo (edad) no arrojo diferencias entre

hembras tratadas y controles (p20=0,2, p30=0,1, p40=0,2, p70=1).
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Figura 35. Inmunomarcacion para receptor de estrogeno o, en terneras tratadas con
antiparasitarios (izquierda) y controles sin tratamiento (derecha). Biopsias realizadas a las 20, 30,
40 y 70 semanas de edad. X400. Las flechas indican nucleos de células epiteliales
inmunomarcados.
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Figura 36. Porcentaje de area inmunomarcada con anti-ER-o0 asociado a parénquima de
glandula mamaria de terneras tratadas con antiparasitario y controles sin tratamiento a
las 20, 30, 40 y 70 semanas de edad. Las barras representan las medias = SEM.

5.3.3 Significancias estadisticas

A fin de clarificar los datos aportados por los andlisis estadisticos a los que se
sometieron los datos de los individuos pertenecientes al ensayo, se exponen en el
siguiente cuadro todas las variables analizadas y las significancias calculadas para

cada una de ellas.

Variables TestF.| TestF.| TestF.| Test | Test Test Test
M-W | M-W | M-W | M-W
Sig. estadistica Pr Ptr Ptc P20 P30 Pao P70
Parénquima/ 0,04 0,12 |033 0,1 0,4 0,1 0,4
estroma
PCNA 0,08 |042 |05 |0,Ll 0,2 0,1 0,4
IGFBP-2 0,04 0,06 |098 |0,Ll 0,2 0,7 0,1
IGFBP-3 0,70 1 1 1 0,4 04 | -
ER-a 0,021 | 0,04 |024 |02 0,1 0,2 1

Tabla 4. Significancias calculadas para todas las variables analizadas. pr: sig. del efecto
tratamiento. per: sig. del efecto tiempo para el grupo tratado. p«: sig. del efecto tiempo para el
grupo control. py: sig. a la semana 20 de la comparacion de tratados y controles. psp: sig. a la
semana 30 de la comparacion de tratados y controles. pyo: sig. a la semana 40 de la comparacion de
tratados y controles. pr: sig. a la semana 70 de la comparacion de tratados y controles.
F=Friedman, M-W=Mann-Whitney.
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5.4 Discusion vy conclusion

5.4.1 Nivel sistémico

5.4.1.1 Conteo de huevos por gramo vy desarrollo corporal

El nimero de huevos de nematodos encontrados en la materia fecal resulta un
buen indicador del nivel de infeccion parasitaria en los animales (Gasbarre y col.,
1996). En este trabajo no se registraron huevos de nematodos durante los primeros
meses de muestreo, esto se debid6 a que en este momento los individuos
experimentales pertenecian a la guachera (animales jovenes de hasta 60 dias de vida)
que al no ingerir pasto (alimentados artificialmente) no se contaminan con
nematodos. Este resultado es coincidente con lo reportado por (Mejia y col., 1999)
para el mismo sitio geografico y terneras de la misma edad y raza. En contraposicion
a lo descripto en el mencionado trabajo, se detectaron huevos de parésitos en
animales tratados y controles (terneras de recria alimentadas con pasturas),
probablemente por la pérdida de eficiencia de las drogas debido a la aparicion de
resistencia a las mismas entre las poblaciones de nematodos (Mejia y col., 2003).

Trabajos previos han demostrado que los tratamientos antihelminticos realizados
en terneras han resultado en una mayor ganancia de peso corporal (Larson y col.,
1995; Purvis, y Whittier, 1996; Mejia y col., 1999). Se conoce ademas que los
antiparasitarios no tienen una accion de crecimiento “per se” (Mejia y col., 1999), por
lo que la ganancia de peso de los animales tratados se puede adjudicar a la baja carga
parasitaria mantenida por los antihelminticos. Los pesos medidos en los grupos
experimentales del presente trabajo suman evidencia en el mismo sentido, indicando
una fuerte influencia del tratamiento antiparasitario sobre la ganancia de peso
corporal de las terneras. La disminucién en la ganancia de peso observada en los
animales que no recibieron tratamiento en comparacion con los que si lo recibieron,
podria estar ocasionada por la presencia de nematodos gastrointestinales y al ya
mencionado redireccionamiento energético mediado, entre otros, por las hormonas

metabolicas alteradas.
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5.4.1.2 Niveles séricos de IGF-1 y pubertad

Como es sabido la hormona del crecimiento (GH) lleva a cabo su actividad
mediante IGF-1, el cual actia como efector de GH (Yakar y col., 2005). En
rumiantes, el incremento en la expresion de IGF-1 se vincula con periodos de rapido
crecimiento (Hovey y col., 1998). Se ha descripto una correlacion positiva entre el
peso corporal de bovinos y la concentracion sérica de IGF-1 (hasta los 100 kg)
comparando terneras tratadas con antiparasitarios y controles sin tratamiento (Lacau-
Mengido y col., 2000). En el presente trabajo se encontraron diferencias en las
concentraciones de IGF-1 promedio entre grupos tratados y controles. El tiempo al
que comienza la diferencia en peso corporal (5 meses) coincidio con el tiempo en el
cual las concentraciones séricas de IGF-1 fueron significativamente mayores en los
animales tratados con antiparasitario en relaciéon a los controles. Lacau-Mengido y
col. (2000) determinaron en muestreos mas frecuentes que los aqui realizados, que las
diferencias de las concentraciones séricas de IGF-1 entre grupos tratados y controles
aparecen aproximadamente en la semana 20 de vida. En el presente trabajo, éste fue
el momento elegido para el comienzo de los muestreos, encontrandose alterados los
niveles de IGF-1, tal cual lo previsto (mayor concentracion de IGF-1 en tratadas
respecto a controles p<0,05).

Ademas de lo mencionado, los tratamientos antiparasitarios en terneras se han
asociado con el adelantamiento puberal y el mejoramiento de la fertilidad (Larson y
col., 1995; Purvis y Whittier, 1996). Trabajos previos han sumado evidencia en la
misma direccidon comparando terneras tratadas con antihelminticos y controles sin
tratamiento (Lacau-Mengido y col., 2000). Los resultados del presente trabajo se
encuentran en la misma sintonia, ya que terneras tratadas con antihelminticos respecto
a controles presentaron adelantamiento puberal de mas de 4 semanas. Este hecho es
de fundamental importancia en la producciéon ya que posibilita el adelanto de la vida
productiva de los animales. Los cambios en las concentraciones séricas de IGF-1
previas a la pubertad son fuertemente influenciadas por el régimen nutricional
(Granger y col., 1989). Informes reportados en terneras prepuberes con restriccion
alimentaria, revelaron que durante la realimentacion de las mismas se incrementaban
los niveles de IGF-1 (Yambayamba y col.,, 1996). El redireccionamiento de los
nutrientes ingeridos por las terneras hacia el desarrollo de los parasitos podria

impactar en la concentracion de IGF-1 de manera analoga a la subnutricion. Para el
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caso de infecciones con garrapatas se ha se ha evidenciado también una marcada
disminucion de IGF-I, la cual se torna exacerbada en animales que poseen niveles
nutricionales deprimidos (Tolleson y col., 2012). También se ha observado, que en
bovinos afectados por garrapatas, disminuye de la expresion de los receptores de GH
en higado, y aumentan los niveles de cortisol (Tolleson y col., 2010). Si bien en el
presente trabajo no hemos medido estos pardmetros, es probable que estén alterados
de manera similar, respondiendo al estrés parasitario, y que sean los causantes de la
disminucion de IGF-1 observada, dado que la principal fuente del IGF-I circulante es
hepatica y responde a la estimulacion con GH. De manera adicional, se ha visto que
alteraciones del eje adrenal con aumento del cortisol resultan en una inhibicion de los
niveles de GH (Savage y col., 2002; Ghizzoni y Mastorakos, 2003).

En cuanto a la evaluaciéon del desarrollo mamario, las edades elegidas para los
muestreos, representaron distintas fases del desarrollo puberal. A las 20 semanas,
ninguna de las terneras habia comenzado a ciclar, por lo que las muestras obtenidas
fueron todas de glandulas prepuberales en ambos grupos. A las 30 semanas las
primeras terneras estaban comenzando a ciclar, a las 40 todas las terneras del grupo
tratado eran puberes no asi las terneras controles, y a las 70 semanas ya todas habian
alcanzado la pubertad.

Esto confiere un marco endocrino de importancia para la evaluacion y discusion de
los resultados obtenidos.

Los resultados de la primera parte de este capitulo (HPG, desarrollo corporal,
pubertad) coincidieron con los hallazgos obtenidos por trabajos previos en animales
sometidos a tratamiento antiparasitario y controles sin tratamiento.

Hasta aqui se ha descripto la influencia de los nematodos a nivel sistémico, en la
proxima seccion se discutiran posibles influencias de los mismos en parametros

particulares del desarrollo mamario.

5.4.2 Nivel local

5.4.2.1 Relacion parénquima/estroma v proliferacion celular (PCNA)

Como se describid anteriormente, los parasitos nematodos afectan de manera

directa a las hembras en desarrollo, y pueden considerarse como un factor de
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desequilibrio para el hospedador ya que parte de la energia ingerida por éste, se
redirecciona hacia el aumento de la eficiencia bioldgica (del inglés, Fitness) del
parasito, situacion que resultaria analoga a la restriccion alimentaria.

Trabajos realizados en cerdas prepuberes de 90 dias de edad, han demostrado
que una leve disminucidn en la cantidad de alimento no afecta el desarrollo mamario;
sin embargo, una restriccion alimentaria del 20% durante ese periodo disminuye la
matriz grasa de la glandula mamaria en un 42% y el parénquima en un 26% (Farmer y
col., 2004).

En cuanto a terneras prepuberes, ha sido bien documentado que la restriccion
alimentaria en el periodo prepuberal afecta la mamogénesis (Petitclerc y col., 1984;
Capuco y col., 1995; Dobos y col., 2000). Por su parte Tucker, (Tucker, 1981)
sostiene que el crecimiento y desarrollo mamario en terneras es crucial para la
productividad, y que el nimero de células epiteliales mamarias es el principal factor
determinante de la produccion de leche. Estudios de la década del "90 sostienen que
las afecciones ocurridas en el parénquima mamario durante el desarrollo puberal de
terneras, afectan a futuras lactancias (Sejrsen, 1994); aunque falta sumar evidencias al
respecto.

Estudios realizados en terneras de entre 2 y 8 semanas de edad indicaron que
el aumento de energia y proteinas en la dieta indujo un incremento en la masa de
parénquima mamario y la sintesis de ADN y ARN, incrementdndose ademas, la
velocidad de crecimiento corporal (Brown y col., 2005a; Brown y col., 2005b). En
concordancia con estos resultados también se ha encontrado que terneras sometidas a
dietas similares a la anterior, mostraron un incremento de la proliferacion del epitelio
mamario al llegar a los 100 kg de peso (respecto a controles), aunque durante el resto
del crecimiento analizado (hasta los 350 kg) no se mantuvo la diferencia (Meyer y
col., 2006).

Los resultados de la relacion parénquima/estroma del presente trabajo
demuestran que el tratamiento de las terneras con antiparasitarios ejerce un efecto
significativo sobre los porcentajes de parénquima mamario en comparaciéon con los
animales que no recibieron tratamiento, observandose los menores porcentajes en
estos ultimos. A pesar de esto no se detectaron diferencias a nivel puntual (en cada
uno de los tiempos), esto podria deberse a que el nimero de individuos analizados es

bajo y el test (Mann-Whitney) no lograria resolver diferencias a pesar de las amplias
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disparidades en promedios entre tratadas y controles (con un maximo de 34,47 puntos
porcentuales de diferencia a las 20 semanas).

En relacion a la proliferacion celular, se observo una tendencia en el grupo de
terneras tratadas a presentar mayor cantidad de células epiteliales en proliferacion en
comparacion con las controles, si bien la misma no alcanz6 el nivel de significancia
estadistica establecido. Sin embargo, tratdndose de pardmetros de comportamiento no
normal, la tendencia mostrada resulta de importancia. Si bien en el presente estudio
no se evaluaron los indices de apoptosis de las células epiteliales y estromales
mamarias seria un dato complementario a considerar en futuros estudios, ya que
modificaciones en los porcentajes de apoptosis de las células epiteliales en los
animales que no recibieron tratamiento antiparasitario con respecto a los que si lo
recibieron podrian afectar la tasa de recambio celular perturbando en consecuencia el

desarrollo mamario.

Estos resultados en su conjunto (proporcion de parénquima y nivel de
proliferacion celular) indicarian un menor desarrollo mamario debido a la presencia
aumentada de nematodos en las hembras que no recibieron tratamiento

antiparasitario.

5.4.2.2 Expresion de componentes del sistema de IGF

Experimentos previos realizados en ratones hembras knockout para IGF-1
demostraron un menor desarrollo mamario en estos animales (Hadsell y Bonnette,
2000; Kleinberg y col., 2000). Por otra parte, la biodisponibilidad de IGF-1 esta
regulada por las proteinas ligadoras de IGF (IGFBPs) (6 proteinas en total) las cuales
transportan, secuestran e incrementan la vida media del factor (Akers y col., 2005).
Las mismas estan presentes en el suero sanguineo y en tejidos de vertebrados y su
concentracion estd diferencialmente regulada segtn el tejido, la edad y el sexo del
individuo (Cerro y col., 1993; Gatford y col., 1996; Collett-Solberg y Cohen, 1996).
Existe escasa informacion respecto a la accion exacta de IGF-1 y sus proteinas de
unidn durante el desarrollo mamario prepuberal, pero estd claro que ejercen un rol
significativo (Akers y col., 2005).

Estudios realizados en ratones puberes, demostraron una expresion variable de
IGFBP-2, -3, -4 y -5 en glandula mamaria y en suero con variaciones espacio

temporales (Allar y Wood, 2004; Kleinberg y col., 2009). En bovinos, se ha detectado

86



expresion de diversas IGFBPs en la glandula mamaria (Weber y col., 2000; Plath-
Gabler y col., 2001). Se ha demostrado que la expresion de las IGFBP-2 y -3 se
evidencia en el parénquima y estroma mamario, mientras que IGFBP-5 se expresa en
el estroma (Akers y col., 2005). En el presente trabajo, en concordancia con estos
hallazgos, se demostrd que la localizacién especifica de IGFBP-2 y -3 evaluada por
IHQ, se asoci6 tanto a componentes del estroma como del parénquima mamario.

La expresion variable y diferencial de las IGFBPs observada en la glandula
mamaria de terneras tratadas con antiparasitario versus controles sin tratamiento,
podria estar relacionada con su papel en la modulacion del desarrollo tisular,
probablemente regulando la accidén de IGF-1, aunque no se descartarian acciones per-
se de las mismas. Por ejemplo, en modelos experimentales de raton se determind que
un aumento de expresion hepatica de IGFBP-2 durante el desarrollo fetal retarda el
crecimiento del mismo (Tapanainen y col., 1994). Por otro lado, en conejos
transgénicos que sobre-expresan IGF-1 humano en la glandula mamaria, no se
detectaron alteraciones fenotipicas en la misma pero si se detectdé un aumento
significativo de la expresion de IGFBP-2, este exceso podria explicarse como un
efecto amortiguador, por parte de la IGFBP-2, sobre IGF-1 (Wolf y col., 1997). En
concordancia con lo antes mencionado, se determind que ratones transgénicos que
expresan IGF-1 modificado (con reducida afinidad por IGFBPs) mostraron severos
cambios en la glandula mamaria, como por ejemplo hiperplasia ductal e involucion
deficiente luego de la lactancia (Hadsell y col., 1996). Por otra parte, en ratones
transgénicos que sobre-expresan IGFBP-2 se detectd una disminucién significativa
del peso corporal, principalmente debida a una reduccion del crecimiento del
esqueleto (Hoeflich y col., 1998).

La IGFBP-2 a nivel sérico ha sido asociada con diversas condiciones patoldgicas
en humanos, como diabetes mellitus, falla renal cronica, cirrosis hepatica y ciertos
tipos de leucemia (Blum y col., 1993). Complementando esta informacién se ha
demostrado que IGFBP-2 aumenta en la deficiencia congénita de GH y durante la
anorexia nerviosa, mientras que disminuye en pacientes obesos (Barrios y col., 2000).
Por otro lado, en sueros provenientes de cerdos infectados con Sarcocystis
miescheriana se ha observado un aumento de las concentraciones IGFBP-1, -2 y -4
(Prickett y col., 1992).

En cuanto a las funciones modulatorias de IGF-1 por parte de IGFBP-3, se han

descripto efectos contrapuestos (estimulatorios e inhibitorios) dependiendo del disefio
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experimental (Berry y col., 2001). Ademas, se han determinado caracteristicas no
necesariamente relacionadas con su capacidad para modificar la accion de IGF-1
(Blum y Baumrucker, 2002), como por ejemplo su abundancia en secreciones
mamarias (leche) y su capacidad de interactuar con lactoferrina favoreciendo el
mecanismo de apoptosis. Estas interacciones ocurren probablemente durante el
desarrollo mamario (previo a la lactancia) y durante la involucion post-lactancia
(Blum y Baumrucker, 2002).

Los resultados de este trabajo en cuanto a los porcentajes de inmunomarcacion
para IGFBP-2, indicaron que las terneras controles presentaron valores mayores de
expresion de esta proteina de unién en comparacion con las tratadas. Teniendo en
cuenta que existen evidencias de que esta proteina se encuentra ligada al desarrollo de
ciertas patologias, podria ser que la tendencia aqui observada sea causada por
elevadas cargas de parésitos nematodos. Tampoco se puede descartar un efecto
directo de la disminucién de IGF-1 sobre la regulacion de la sintesis de la proteina.
En cuanto a la IGFBP-3, a pesar de ser la mas abundante a nivel sistémico, o
justamente a causa de ello, y tener sintesis endogena en la glandula mamaria bovina
(Weber y col.,, 2000), no se registraron diferencias en los porcentajes de
inmunomarcacion para esta proteina de unidon entre animales tratados con

antiparasitarios y controles en este trabajo de tesis.

5.4.2.3 Expresion del receptor de estrogeno alfa (ER-a)

Los esteroides ovaricos se incrementan con el inicio de la pubertad, momento en
el que también comienza el crecimiento alométrico de la glandula mamaria. Se ha
establecido que, en particular, la elongacion de los ductos es estimulada por estradiol
que actua, a nivel glandular, sobre receptores de estrogenos (Korach y col., 1996;
Fendrick y col., 1998). De este ultimo existen dos isoformas ER-a y ER-f3; en el caso
de gldndula mamaria bovina, la isoforma alfa (ER-a) es la que predomina en el tejido
(Schams y col., 2003; Connor y col., 2005; Meyer y col., 2007). Estudios realizados
en ratones, demostraron que los ER-o estromales son indispensables para el
crecimiento ductal epitelial (Cunha y col., 1997). Tanto los ER-a estromales como los
epiteliales, junto con los receptores de progesterona, son necesarios para el normal

desarrollo mamario (Mueller y col., 2002). Sin embargo, aunque presentes en estroma
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y epitelio mamario de recién nacidos, los ER-a son insensibles a la administracion de
estradiol no obteniéndose respuesta de proliferacion epitelial con la aplicacion
exdgena de la hormona en esta etapa (Haslam, 1889; Imagawa y col., 1990; Curtis y
col., 1999).

Posteriormente, en el periodo inmediatamente anterior al inicio de la pubertad, la
expresion de ER-o aumenta significativamente en el estroma y la glandula mamaria
se torna sensible al estrogeno (Mueller y col., 2002).

Estudios realizados en glandula mamaria bovina utilizando inmunohistoquimica
para detectar ER-a, han demostrado que la expresion de este receptor se restringe al
parénquima de la gldndula mamaria y estd enteramente confinado al epitelio que
reviste los conductos, con infrecuente expresion en células estromales (Capuco y col.,
2002; Berry y col., 2003). Esta observaciéon ha sido confirmada por RT-PCR
cuantitativa a partir de ARN aislado de células epiteliales y estromales obtenidas por
microdiseccion con laser (Capuco y col., 2002). Aproximadamente un tercio de las
células epiteliales expresan ER-o (Capuco y col.,, 2002) y esta expresion estd
primeramente asociada a las células embebidas en el epitelio, es decir, entre las que se
localizan inmediatamente en contacto con la membrana basal (basales) y las que estan
en contacto con la luz del conducto (luminales) (Capuco y Ellis, 2005). En el presente
trabajo, en coincidencia con los trabajos antes citados, la expresion del ER-o se
detecto6 en los nucleos de las células epiteliales que revisten los TDU,
fundamentalmente en las que se ubican en posicion medio-basal.

La transcripcion de ER-a aumenta hasta aproximadamente los 100 kg de peso (en
bovinos) (Meyer y col., 2007) paralelamente al aumento de los niveles de IGF-1, para
luego decrecer en momentos cercanos a la pubertad (Connor y col., 2005; Meyer y
col., 2007), cuando ya los valores del factor se estabilizan. En el presente trabajo, se
determind6 que las hembras tratadas con antiparasitarios presentaron mayores
porcentajes de marcaciéon de ER-a durante el desarrollo que las que no recibieron
tratamiento. Esto probablemente esté relacionado con el aumento de IGF-1, tanto
sistétmico como biodisponible en la glandula de estas terneras, que regularia
positivamente la expresion del receptor (Imagawa y col 1990., Woodward y col.,
1998).

Se observo ademds, para el grupo tratado, una fluctuacion temporal en la
marcacion del receptor, presentdndose un aumento a las 30 semanas de vida lo cual se

correspondid con un peso promedio de 135 kg y con un 20 % de terneras ciclantes.
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Entre las 30 y 40 semanas de vida, el 100 % de las terneras de este grupo alcanzaron
la pubertad. En las semanas posteriores, la inmunomarcaciéon de ER-a disminuyé
cuando ya todas las terneras eran puberes, este comportamiento es similar al
reportado en trabajos previos, (Connor y col., 2005; Meyer y col., 2007) difiriendo
aproximadamente en un 30 % respecto al peso descripto por estos autores, que no
mencionan el porcentaje de terneras que estaban ciclando Esta diferencia podria
asignarse justamente a la diferente etapa madurativa de los animales, que resulta en
diferentes entornos hormonales (principalmente estradiol) de la glandula. Ademas, la
naturaleza diferencial de los experimentos podria también explicarla, ya que las
mencionadas investigaciones se han realizado aplicando distintos planes nutricionales
a los grupos experimentales; y si bien, como antes se comentd, las parasitosis causan
consecuencias similares a la restriccion alimentaria no necesariamente afectan cuali-
cuantitativamente del mismo modo.

Los porcentajes de marcacion para ER-a correspondientes a animales controles
denotaron escasa variacion a lo largo del tiempo, mostrando valores similares en
todas las edades analizadas. La escasa variaciéon observada en la expresion del
receptor en estos animales podria estar relacionada con (ademas de los bajos niveles
de IGF-1 circulantes sumados al mayor secuestro del mismo por las mayores
concentraciones de IGFBP2) los momentos de muestreo elegidos. Si el aumento de
receptores fue mas tardio que en el otro grupo, y de menor cuantia, es posible que no
se los haya encontrado en los momentos muestreados.

Debe considerarse que a pesar de las discrepancias promediales a nivel puntual
no se hallaron diferencias entre los grupos a ninguno de los tiempos analizados,
podria ser una posible causa de este fendmeno el bajo nimero de individuos
analizados y el tipo de test estadisticos que si bien permiten trabajar con estas

cantidades (3 por grupo experimental) sacrifican precision en el proceso.

5.4.3 Conclusion general

Los resultados expuestos en el presente capitulo mostraron un menor desarrollo
mamario en las terneras sin tratamiento antiparasitario. Estos hallazgos podrian
deberse a la menor concentracion sistémica de IGF-1 observada en este grupo de
animales, sumada a la expresion incrementada de IGFBP-2 en el tejido mamario que

podria interferir en el secuestro local de IGF-1, resultando en menor cantidad de
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factor biodisponible en la glandula. Como se mencion6 anteriormente, IGF-1 es un
factor mitogénico esencial para el crecimiento de los tejidos. Una menor
concentracion de IGF-1 circulante durante la etapa prepuberal, etapa de activa
division celular en la glandula mamaria, resultaria en una menor activacion de dicha
proliferacion, por lo que estos resultados probablemente también puedan explicar la
diferencia significativa observada en la relacion parénquima/estroma y la tendencia
diferencial en la proliferacion celular registrada entre los animales tratados con
respecto a los controles. Por otra parte, se ha visto que el IGF-1 es, ademads, inductor
de receptores de estradiol lo que estaria de acuerdo con la observacion de una menor
expresion de los mismos en la gldndula mamaria de las terneras controles (que tienen
menor IGF-1). Esto a su vez redundaria en un menor efecto del estradiol,
(especialmente necesario para la mamogénesis en la etapa prepuberal) en el desarrollo
mamario de estos animales, lo que se sumaria al efecto anterior.

Si se consideran las significancias en todas las edades de muestreo analizadas
(P20, P30, P40, P70) de las variables parénquima/estroma, PCNA, IGFBP-2 y ER-a; se
puede observar que alrededor de la semana 20 de vida, aunque no se observe
significancia estadistica, los valores absolutos en esta fecha son menores o iguales al
resto de los tiempos, sefialando probablemente un especial retardo en el desarrollo de
la glandula mamaria por la presencia de parasitos nematodos en la etapas tempranas
del desarrollo, cuando la pubertad se estd preparando. Probablemente el numero de
individuos analizados limite las pruebas estadisticas a la hora de revelar diferencias
entre los grupos experimentales a tiempos particulares, ya que empleando un N bajo
el test se torna muy exigente al momento de hallar diferencias significativas, sobre
todo considerando el comportamiento no normal de estas variables.

Como se ha mencionado para otras especies, el periodo inicial de la vida
postnatal es especialmente sensible a la disminucion de la ingesta energética.
Teniendo en cuenta este concepto, los resultados expuestos en este capitulo podrian
ser indicadores del redireccionamiento de la energia ingerida por el hospedador hacia
los parasitos, en desmedro del desarrollo mamario; situacion que se tornaria mas

evidente a las 20 semanas de vida.
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Capitulo 6: Resumen de

conclusiones
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En el presente trabajo de tesis se encontr6 que los nematodos
gastrointestinales afectan a animales adultos en pardmetros productivos y
reproductivos mientras que los animales jovenes (quienes presentan las mayores

cargas parasitarias) se vieron afectados en parametros concernientes al desarrollo.

Entre las afecciones més destacadas en animales adultos con altas cargas parasitarias,
se encuentra la menor produccién de leche y la menor concentracion de hormonas

relacionadas con la lactogénesis (GH. IGF-1 y prolactina).

En cuanto a animales en desarrollo (terneras) la influencia de los nematodos
gastrointestinales se revela por medio del menor desarrollo corporal, menor

concentracion sérica de IGF-1 y retraso puberal.

En el desarrollo particular de la glandula mamaria en individuos con tratamiento
antiparasitario se halld6 mayor proporcion de parénquima mamario, indicios de mayor
proliferacion celular, mayor inmunomarcacion para receptores de estrogeno y menor

inmunomarcacion para [FGBP-2.

Todas las afecciones aqui descriptas se relacionan fundamentalmente con el
redireccionamiento de recursos energéticos que se suceden en la relacion hospedador-
parasito en donde el primero maximiza su eficiencia biologica mientras que el
hospedador asume los costos energéticos. Algunas de las observaciones son la
consecuencia inmediata del mismo, como los trastornos de desarrollo o productivos
observados, y otras forman parte de los mecanismos fisioldgicos involucrados, como

las alteraciones endocrinas en hormonas, receptores y moduladores hormonales.
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