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RESUMEN:

La habilidad del hospedador para reducir la carga parasitaria (resistencia) y limitar el dafio causado por el patdgeno (tolerancia)
es el resultado de la co-evolucion del complejo hospedador-huésped. Esta estd influenciada por multiples factores, entre ellos, el
genotipo del hospedador. En una poblacién no seleccionada de ratones y dos pares de lineas de seleccién divergente para peso con
més de 68 generaciones, infestadas naturalmente con Syphacia obvelata y Aspiculuris tetraptera, se evalué si los genotipos de las
lineas influfan en la resistencia y tolerancia a estos parésitos. Se estimaron los siguientes pardmetros: a) de resistencia: prevalencia, y
abundancia e intensidad del nimero de huevos por gramo de peso corporal; b) de tolerancia: pendiente de la regresién del peso en el
ntmero de huevos. La prevalencia de una de las lineas seleccionada para alto peso fue significativamente menor (p<0,05); las lineas
se ordenaron de menor a mayor abundancia e intensidad del nimero de huevos por gramo segtin el peso corporal y difirieron entre
ellas (p<0,05). Las estimaciones de las tolerancias fueron no significativas para todas las lineas. La co-evolucién de las lineasoxiuros
condujo a una diferenciacion de la resistencia adquirida pero no dela tolerancia, en la que estd involucrado el genotipo de las lineas.

PALABRAS CLAVE: Prevalencia, Tolerancia, Syphacia obvelata, Aspiculuris tetraptera , Mus musculus .

ABSTRACT:

The ability of the host to reduce the parasite load (resistance) and to limit the damage caused by the pathogen (tolerance) is the
result of the co-evolution of the host-guest complex. This is influenced by multiple factors, including the host genotype. In a non
selected mice population and in two pairs of lines of divergent selection for body weight for more than 68 generations, infested
naturally with Syphacia obvelata and Aspiculuris tetraptera, it was evaluated whether the genotypes of the lines influenced the
resistance and tolerance to these parasites. Prevalence and abundance and intensity of the number of eggs per gram of weight were
estimated as resistance parameters. The slope of the regression of the weight in the number of eggs was estimated as tolerance
parameter. One line selected for high weight showed a significantly lower prevalence than the others (p <0.05); the lines were
ordered from the lowest to the highest abundance and intensity of the number of eggs per gram according to body weight.
Tolerance estimations were not significant for all lines. The co-evolution of the lines-oxyuros led to a differentiation of the acquired
resistance but not of the tolerance, in which the genotype of the lines is involved.

KEYWORDS: Prevalence, Tolerance, Syphacia obvelata , Aspiculuris tetraptera, Mus musculus .

INTRODUCCION

La respuesta a la interaccion entre hospedadores y pardsitos depende, entre otros factores, de la capacidad del
hospedador para reducir la carga parasitaria y/o disminuir el dafio producido por la patogenia del parésito.
La importancia de la separacion e identificacién de ambas estrategias radica en su relacién con la salud
del hospedador, éste puede vivir saludablemente con una alta carga parasitaria o morir con una carga baja,

dependiendo de factores inmunoldgicos, genéticos y ambientales 2013
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La resistencia est4 relacionada inversamente con la carga parasitaria, a menor carga, mayor resistencia

del hospedador quien expresa asi su capacidad inmunoldgica para defenderse del parasito. La intensidad y

abundancia medias se encuentran entre los parimetros mas usados para cuantificar las cargas parasitarias 2

Se ha propuesto estimar al dano causado por el parasito como la pérdida de aptitud biolégica del hospedador
a medida que aumenta la intensidad de la infeccidn; si esta pérdida fuera nula significaria que el hospedador
tolera cargas parasitarias altas sin afectar su aptitud ***>.

Es dificil evaluar la resistencia y la tolerancia en animales de interés econémico como resultado de
un proceso co-evolutivo entre hospedadores y huéspedes (patdgenos). Las lineas y cepas de animales de
laboratorio criadas durante un nimero elevado de generaciones sin haber sido desparasitadas pueden
constituirse en modelos experimentales.

Los nematodos oxiuridos son parasitos frecuentes de ratones. En particular Syphacia obvelata vive al estado
adulto en el ciego de Mus musculus y su ciclo bioldgico es directo. La transmisién se da por la ingestién de

los huevos embrionados o sus larvas, los que se encuentran adheridos a la piel de la regién perianal. También

es posible que los animales se infecten por retroinfeccién anal de sus larvas 9

En el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias - UNR, se fundaron y crian una poblacién testigo
de ratones (Mus musculus) derivada de la cepa CF1 (t), y dos pares de lineas de seleccion divergente para peso
corporal 15 En estas lineas, con mas de 68 generaciones de seleccidn, se propuso comprobar la presencia de
nematodos oxiuridos y compararlas en cuanto a la resistencia y tolerancia a estos parasitos.

Materiales y Métodos

Lineas experimentales de ratones

A partir de una poblacién testigo de ratones derivada de la cepa CF1 (t) de la Facultad de Cs. Veterinarias-
UNR, endocriadas por limitacién del nimero (Ne<40) y sin seleccién de los reproductores, se eligieron al
azar los fundadores de dos pares de lineas de seleccidn divergente para peso a los 49 dias de edad (s'y h': lineas
seleccionadas para alto peso, s y h: lineas seleccionadas para bajo peso). El tamano efectivo se calculé como
el promedio de: Neg=(4xNmgxNfg)/(Nmg+Nfg), donde Nmg y Nfg corresponden al niimero de machosy
de hembras de la generacién g que dejaron descendientes en la generacién g+1 5

Actualmente, se continda con la seleccién fenotipica, se seleccionan como reproductores los animales
mds pesados en s’ y h', y los més livianos en s y h. Después de mas de 68 generaciones de seleccidn, los
promedios de los pesos de las lineas de seleccién positiva son ~70% mas altos que los de las lineas seleccionadas
negativamente.

Al destete, los animales se identifican, se separan por sexo y se alojan en numero de seis por caja de
polipropileno de 28x19x13,5 cm, con cama de viruta. Se les suministra un alimento balanceado comercial
con 24% de proteinas (GEPSA Feeds) y agua ad-libitum. Se controla la temperatura ambiente, la renovacion
del aire y el ciclo de iluminacién. El manejo y cuidado de los animales se lleva a cabo segtin normas éticas
reconocidas internacionalmente 2.

Los animales no se infestaron artificialmente y durante las generaciones transcurridas no se realizé una
desparasitacién sistematizada, por ello los ratones estuvieron naturalmente infectados por los oxiuridos 2,

Extracciéon de muestras y recuento del nimero de huevos

A los 49 dias de edad, se muestrearon 175 machos y 187 hembras. Las muestras se tomaron mediante la
adhesion de una cinta engomada en la regién perianal?, se fijaron en portaobjetos y se leyeron a microscopio
dptico para contar el nimero de huevos de oxiuros por animal.

Estimaciones y andlisis estadisticos realizados
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Se estimaron los promedios y errores estdndar del peso alos 49 dias (P), por lineay sexo. Se probd si existian
diferencias entre los pesos medios de las cinco lineas, dentro de cada sexo, mediante ANOVA y pruebas de
Tukey-Kramer.

Debido a la asimetria de la distribucién del niimero de huevos por gramo (H/P) y a que no existe un
estimador de la carga parasitaria que sea el mis conveniente 21 se estimaron en primer lugar los estadisticos
descriptivos usuales para este tipo de variables: medianas (MNA), minimos y maximos de H/P. Mediante
pruebas de Kruskal-Wallis se probd si existian diferencias entre las lineas para las medianas de H/P.

Luego se estimaron los siguientes pardmetros parasitoldgicos de resistencia: - prevalencia (PREV) =

nimero de hospedadores infectados / niimero de hospedadores examinados *. - intensidad media de H/P
(INT) = promedio del nimero de huevos de parsitos por hospedador infectado*' - abundancia media de

H/P (AB) = promedio del nimero de huevos de parasitos por hospedador examinado *' .

Finalmente, se probé si las MNA, INT y AB estimaban la misma carga parasitaria central mediante
el célculo de los coeficientes de correlacién de Pearson (rMna-INT, tMna-AB), por sexo. Para estimar la
tolerancia, se us6 el peso como indicador de la aptitud bioldgica del huésped. Se supuso que los oxiuros no
afectan el crecimiento y desarrollo de estos animales si el peso a la madurez no varia con el incremento de
la carga parasitaria medida como niimero de huevos (H). De esta manera, la pendiente de la regresién lineal
del P en H fue el estimador de la tolerancia utilizado. Mediante un analisis de la covariancia se compararon
las pendientes de las cinco lineas para probar si existian diferencias significativas entre las tolerancias de las
lineas*°. Se plante el siguiente modelo: Pij = i + oj + Bj * Hij + eij; donde Pij corresponde al peso del i-
¢ésimo animal de la linea j, p: es la media general, ¢j: es el efecto de la linea j, Bj: es la pendiente de la regresion
de P en H paralalinea j o tolerancia de la linea j, eij es el error aleatorio.

Para todas las pruebas, las diferencias se consideraron significativas si p<0,05. Los andlisis estadisticos se
realizaron utilizando el programa JMP en su versién 5.0 para Windows (JMP, SAS Institute, 2003).

Identificacion de parésitos adultos

Se sacrificaron 8 ratones adultos (2s, 2s', 2t y 2h'), con més de 49 dfas de edad, mediante eutanasia con
CO2, con protocolo aprobado por el CICUAL de la Facultad de Ciencias Veterinarias - UNR. Se retiraron
el ciego y el colon y se abrieron longitudinalmente en una placa de Petri con solucién salina al 0,85%. Se

contaron e identificaron los vermes 1618

en una alicuota del 10% del contenido de cada placa.

Resultados

En ambos sexos, los pesos medios de las lineas se ordenaron segtin el sentido de la seleccién practicada, los de
las lineas seleccionadas para alto peso difirieron significativamente de los de las lineas seleccionadas para bajo
peso, manteniendo la linea testigo pesos intermedios (Tablas Iy IT).
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Lineas t s s’ h b’

n 64 43 34 13 40
P49(g)=ESM 254=0.27c¢ 16.820.39d 34.7=0.88a 17.7=0.88d 314=0.71Db
Mna. HP 0.68 b 8,11a .13 b 5.97a 005¢

Minimo H'P 0 0.05 0 0.53 0
Méaxuno HP 13,32 74,51 7.67 23.57 7.99
PREV % 87 100 94 100 55

INTHP 2.16 11.79 2,10 8.57 1.74
ABHP 1.89 11,79 1.97 8.57 0.96

P49: peso medio a los 49 dias de edad, ESM: error estindar de la media, H'P: niumero de huevos por

gramo de peso corporal, Mna.: mediana, PREV: prevalencia, INT: mtensidad media, AB: abundancia

media. Letras distintas en cada linea mndican diferencias signaficativas entre lineas, p=0,05.

Tabla L.

Peso y ntimero de huevos por gramo por linea. Hembras.

Lineas t IS s’ h h’
n 49 27 37 24 38
P49(g)=ESM 29.4=0.36¢ 18.6=1.02d 414=093a 209=0.67d 36.2=097Db

Mna. HP 493 b 8.82a 3.83 be 771 a 1,57 ¢
Minume HP 0.07 0 0 1.88 0.05
Maximo H'P 31.66 85,32 18,52 57.36 22,39
PREV % 100 96 97 100 100
INT H/P 6.85 17,29 4,92 13,78 3,52
ABHP 6.85 16,65 4,79 13.78 3.52

P49: peso medio a los 49 dias de edad. ESM: emmor estandar de la media, H'P: nimero de huevos por
gramo de peso corporal, Mna.: mediana, PREV: prevalencia, INT: intensidad media, AB: abundancia
media. Letras distintas én cada linea mdican diferencias sigmificativas eatre lineas, p=0.05,

Tabla II.

Peso y niimero de huevos por gramo por linea. Machos.

En hembras, los valores de las PREV de las lineas t, s' y h' se correspondieron con 8, 2 y 18 individuos no
infectados, respectivamente (Tabla I). Todos los machos observados estuvieron infectados, a excepcién de
unsyuns', por lo cual, las PREV son mayores a 0,97 para todas las lineas (Tabla IT). Las medianas, rangos y
méximos de H/P fueron menores en las hembras con respecto a los machos en todas las lineas. Al comparar
las medianas de H/P, se observé que las lineas de seleccién negativa de peso presentaron las mayores cargas
parasitarias y h' los valores medianos mas bajos, diferenciandose de la otra linea seleccionada para alto peso
(s"). Laslineas h'y s' fueron las menos variables en cuanto al nimero de huevos por gramo (Tablas Iy IT). Los
valores de INT y AB ordenaron a las lineas en forma similar al orden establecido por las medianas (TablasI'y
IT). Las correlaciones entre INT y AB y las medianas fueron todas mayores a 0,97 y significativas (p<0,05). El
modelo utilizado para el analisis de la covariancia explic6 el 78% y 76% de la variabilidad del peso en hembras
y machos, respectivamente, atribuible a las diferencias entre lineas (Fig. 1 y 2). En ambos sexos, las pendientes
de P en H fueron no significativas para todas las lineas, es decir, las cargas parasitarias no afectaron el peso a
la madurez de los animales de estas lineas.
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Regresion del peso en las cargas parasitarias por linea. Machos.

Los vermes identificados en ocho machos adultos correspondieron a las especies Syphacia obvelata
(Rudolphi, 1802) y Aspiculuris tetraptera (Nitzch, 1821). En total, se encontraron 4.019 S. obvelata y 2.950
A. tetraptera. La presencia de estos nematodes, como unicas especies de helmintos presentes en la colonia, fue
monitoreada por diagnéstico coproparasitoldgico ocasionalmente desde el comienzo de la seleccion.
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Discusion

Los animales pertenecientes a las lineas de esta colonia estaban mayoritariamente infectados con oxiuros (S.
obvelata y A. tetraptera) como lo demuestran los valores de las prevalencias, a excepcidn de las hembras de
la linea h'. Estas especies son frecuentes en ratones experimentales mantenidos en bioterios convencionales
de diversos paises>°.

Tradicionalmente la presencia de oxiuros se diagnostica con el animal vivo mediante la deteccién de huevos
por adhesion de una cinta transparente engomada en la zona perianal y la observacién de la materia fecal,

método utilizado en el presente trabajo. Sin embargo, no hay consenso sobre cual es la mejor técnica a

utilizar ®*1°. La variabilidad de los resultados obtenidos con diferentes técnicas estarfa relacionada con las
diferencias en la biologfa de los parésitos. La edad, sexo y cepa de los animales juegan un papel fundamental
en la prevalencia y grado de infeccién de estas parasitosis.

En nuestro estudio, la técnica de la cinta engomada tuvo una alta sensibilidad para detectar los animales
infectados debido a los altos valores de las prevalencias. Lo mismo puede decirse sobre del conteo del numero
de huevos dado que, en ambos sexos, coincide el ordenamiento de las lineas en cuanto a las cargas parasitarias.

Otra cuestién técnica que es objeto de debate, como se ha mencionado, es cudl indicador utilizar
como medida cuantitativa de la carga parasitaria para una poblacién o rodeo, y cémo interpretarlo
421 En este trabajo, se opt6 por estimar parametros estadisticos de tendencia central y de dispersion
para variables distribuidas asimétricamente, luego pardmetros parasitoldgicos y correlacionar ambos. Las
medianas, intensidades y abundancias medias demostraron ser estimadores de la misma carga parasitaria
central de cada linea, como lo indicaron los altos y significativos valores de las correlaciones entre ellas.

Las lineas seleccionadas se diferenciaron en su resistencia frente al parédsito. Los resultados parecerian
indicar una relacién inversa entre las cargas parasitarias y la seleccién de peso. Es decir, que a mayor carga
de oxiuros menor serfa el peso de los animales. Sin embargo, al estimar la tolerancia de las lineas se pudo
observar que las cargas parasitarias no producen una disminucién de los pesos, es decir, que las lineas muestran
tolerancia para este componente de la aptitud bioldgica dentro de los rangos de las cargas parasitarias
encontrados de S. obvelata y A. tetraptera.

La infeccidn por S. obvelata 'y A. tetraptera en animales inmunocompetentes es generalmente silenciosa,
algunos estudios han descripto prolapso rectal, poco pelo, enteritis, pérdida de peso, prurito (Charles River
- Technical Sheet https://www.criver.com/). Los animales de estas lineas no presentaron estos sintomas.

El hombre y el ratén comparten el 99% de sus genes. El ratén es el modelo més usado para estudiar las

bases genéticas, moleculares y celulares de las enfermedades humanasy de los procesos bioldgicos normales 17,
entre ellos, la resistencia/susceptibilidad a las infestaciones con nematodos intestinales >>”**, La resistencia-
susceptibilidad es un cardcter complejo, cuya base genética se ha evidenciado en modelos murinos para
distintas especies de patdgenos 1422 Estas lineas no fueron infestadas artificialmente. Se evalué el resultado
de la co-evolucién ratén-parisito luego de mas de 68 generaciones de seleccion del hospedador. Durante este
proceso, el hospedador cambi6 su genotipo como lo demuestra la respuesta obtenida a la seleccién de peso.
La co-evolucién hospedador-parésito y la evolucion de las lineas por la seleccion de peso han conducido a
una diferenciacién de las lineas en cuanto a la resistencia adquirida pero no con respecto a la tolerancia. Esto
conduce a intensificar los estudios en relacién a la base genética de la resistencia diferenciada de las lineas,
principalmente de h'.
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