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RESUMEN

Con el objeto de investigar la respuesta leucocitaria
generada en becerros anémicos infectados
con nematodos gastrointestinales, se tomaron
muestras de sangre y heces a 76 becerros
mestizos para realizar andlisis hematolégico vy
coprolégico. En ausencia de anemia, el contaje de
leucocitos se mostré dentro del limite de referencia
en los animales no parasitados e incrementado
significativamente en los animales parasitados
(11,76 vs 16,17 x 103/ul, P<0,05, respectivamente).
En animales anémicos el contaje de leucocitos no
mostré ninguna modificacion ante la presencia
o ausencia de parasitos (11,88 y 12,50 x103%/ul,
respectivamente). En animales sin anemia, la
mayoria de los casos de infecciones parasitarias
resultaron leves a moderados, presentando un
contaje de leucocitos incrementado solo en los
casos leves. Los linfocitos se mostraron como
el tipo celular predominante en la respuesta con
la participacion de eosindfilos y neutrdéfilos. En
animales anémicos la mayoria de los casos fueron
moderados a graves, los contajes de leucocitos
totales, linfocitos, eosindfilos y neutréfilos se
mantuvieron constantes en las infestaciones leves
y moderadas, con una disminucion significativa de
los mismos en las infestaciones graves (P<0,05).
Se sugiere que en los becerros anémicos no existe
una respuesta leucocitaria adecuada ante el reto
parasitario, con un alto nUmero de casos graves.
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ABSTRACT

In order to asses the leukocyte response generated
in anaemic calves infected with gastrointestinal
nematodes, blood and feces samples were
taken from 76 crossbred calves for hematologic
and coprologic analysis. In anaemic animals the
leukocyte count showed no significant change in
presence or not of parasites (11.88 and 12.50 x
103/ul, respectively). In animals without anaemia
most cases of parasitic infections were mild to
moderate, presenting an increased leukocyte
count only in mild cases. The lymphocytes were the
predominant cell type in the response with presence
of eosinophils and neutrophils. In anaemic animals
most were moderate to severe cases, the total
leukocyte, lymphocyte, eosinophil and neutrophil
counts did not show significant change in mild
and moderate cases, with a significant decrease
in serious cases (P<0.05). It is suggested that in
anaemic calves there is no adequate leukocyte
response to parasite challenge, with a high number
of severe cases.
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INTRODUCCION

La anemia es un proceso caracterizado por
una disminucion en el numero de globulos rojos
(GR) circulante en sangre, una reduccion del
contenido de hemoglobina en estas células o
ambos factores a la vez. Puede ser provocada
por pérdida, destruccién excesiva o producciéon
disminuida de este tipo celular (Coles, 1986).
Numerosas publicaciones han documentado
estudios experimentales en animales y seres
humanos, los cuales demuestran que en estados
carenciales, como la anemia, se puede reducir
la resistencia del organismo a las infecciones,
asi como afectar de modo adverso el sistema
inmunoldgico.

Dice Figueredo et al. (2006), en un estudio
realizado en becerros con anemia ferropénica
sugieren que la anemia compromete seriamente
los mecanismos de defensa del organismo
favoreciendo el incremento de la morbilidad por
diarreas y neumopatias, pues ésta disminuye la
actividad de los macréfagos y la produccién de
anticuerpos, y el hecho de que algunos animales
desarrollen anemia depende por un lado de las
reservas organicas de hierro al nacimiento y la
pobre utilizacion de otras fuentes como el pasto
que, en el animal adulto, debe satisfacer toda su
demanda.

La anemia y las infecciones parasitarias son los
dos principales problemas sanitarios que afectan
a los becerros, reportandose prevalencias
superiores al 70% para ambos padecimientos
(Barrios et al, 2010a), por lo que surge el
interés de estudiar el comportamiento del perfil
leucocitario en becerros anémicos infectados
naturalmente con nematodos gastrointestinales.

MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de sangre y de heces a
un grupo de 76 becerros mestizos, de ambos
sexos, con edad y peso promedio de 149 dias
y 103 kg, respectivamente, provenientes de tres
unidades de produccion de doble propdsito en
el sector La 36 del municipio Manuel Monge,
estado Yaracuy en Venezuela. A estos animales
se les realiz6: a) estudio hematoldgico, para el
diagnostico de anemia y reaccion leucocitaria
y b) estudio coproldgico, para el diagnéstico y
cuantificacion de la infeccion parasitaria.

1A

La muestra de sangre se tomé en forma aséptica
por venipuncion de la vena yugular utilizando el
sistema vacutainer y la muestra de heces por
estimulacion peristaltica de la ampolla rectal
utilizando una bolsa de recoleccion a manera
de guante. Estos procedimientos se realizaron
segun metodologia descrita por Sandoval et al.
(2008).

La concentracion de hemoglobina fue
determinada por el método de la cianometa
hemoglobina (kit comercial Hemoglowiener); el
hematocrito, por la técnica del microhematocrito
y el contaje de eritrocitos con camara
hematimétrica utilizando solucion salina al 0,9%
como diluente.

El contaje de leucocitos totales se realizd
utilizando camara hematimétrica y solucién de
Turk como diluente. El recuento diferencial de
leucocitos se obtuvo contando 100 células a partir
de un frotis de sangre periférica coloreado con
Giemsa, obteniendo de esta manera contajes
relativos, los cuales fueron transformados a
valores absolutos considerando el niumero total
de leucocitos como 100% (Schalm et al., 1981).

Se utilizé la técnica coproldgica cuantitativa
de McMaster, empleando solucién salina
hipersaturada como liquido de flotacion (Campos
y Bautista, 1989).

Se consideraron anémicos a aquellos animales
que presentaron una o mas de las siguientes
condiciones: hemoglobina (Hb) < 10 g/dI;
hematocrito (Hto) < 30%, y/o glébulos rojos
(Gr) < 5,0 x 10%/ul. Se consideraron parasitados
a aquellos animales que presentaran mas
de 50 huevos por gramo de heces (hpg). La
clasificacion segun el nivel de infeccion se hizo
de acuerdo con los criterios establecidos por
Skerman y Hillard (1966): casos graves (>700
hpg), casos moderados (300-700 hpg) y casos
leves (50-250 hpg).

Enbase ala presencia de anemiay de infestacion
parasitaria los animales fueron clasificados
en cuatro grupos (Cuadro 1): I.) Sin anemia
y sin parasitos, Il.) Sin anemia con parasitos,
[lI.) Anémicos sin parasitos y IV.) Anémicos
con parasitos. La mayoria de los animales
se ubicaron en los grupos Il y IV (n= 11 y 53,
respectivamente), es decir que el 84% de los
animales presentaron anemia, de los cuales
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Cuadro 1. Frecuencia absoluta de becerros con y sin anemia, infectados o no, en forma
natural con nematodos gastrointestinales.

Sin parasitos Con parasitos Total *p
Sin anemia 5() 7 (I 12 0,56
Con anemia 11(1) 53 (IV) 64 < 0,0001
Total 16 60 76 -
*p 0,13 < 0,0001 --- -

Prueba Ji cuadrado. Diferencias estadisticamente significativas, con un valor de P<0,05.
Los numeros romanos entre paréntesis, indican el grupo en que fueron clasificados.

14% no se encontraban parasitados y 70% si.
Del porcentaje de animales sin anemia (grupos |
y 1) el 7% no se encontraba parasitado y el 9%
Si.

Los valores promedios del estudio hematoldgico
de la serie roja y de la coprologia, para los cuatro
grupos se muestran en el Cuadro 2, donde se
observa claramente como en los grupos | y Il los
valores hematoldgicos estan normales, respecto
a los otros grupos (lll y 1IV), en donde estos
se encuentran disminuidos, describiéndose
claramente un estado de anemia.

Para el analisis del perfil leucocitario se determind
la media y la desviacion estandar, estudiandose
la diferencia entre medias, realizando el analisis
de varianza. Todo el analisis estadistico se
realizé con el programa InfoStat (2004).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los valores promedio del contaje de leucocitos
(x103%/ul) en becerros con y sin anemia se
muestran en el Cuadro 3. En el grupo de
animales sin anemia y sin parasitos, el contaje
de leucocitosse encontré dentro del limite de
referencia (11,76 x10%ul), mientras que en el
grupo de animales sin anemia y con parasitos
se observé un incrementado significativo de los
leucocitos totales(16,17 x103/ul).

El contaje de leucocitos, es uno de los
componentes inflamatorios que se altera ante la
irrupcién de un agente extrano, tal es el caso de
los nematodos, donde normalmente debe existir
un incremento en el numero de estas células
ante el reto parasitario (Bautista, 2009; Barrios
et al., 2011). La respuesta inmune contra los
nematodos puede ser transitoria y poco eficaz,
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desarrollandose a medida que los animales
estdn en contacto con los parasitos, por
consiguiente es importante que este contacto
se de a temprana edad para que la inmunidad
se vaya desarrollando paulatinamente (Villar,
2007).

En el caso de los grupos de animales anémicos,
el contaje de leucocitos permanecié normal ante
la presencia o no de parasitos (11,88 y 12,50 x103%/
ul, respectivamente). Esta falta de respuesta a la
infeccién parasitaria pudiera estar relacionada
con los estados carenciales (deficiencia de
nutrientes) propios de los procesos anémicos,
ya que los animales anémicos sufren desajustes
en su fisiologia, condicionandolos a una
disminucion de sus mecanismos de resistencia
(Figueredo et al., 2010).

Se ha demostrado que animales bien nutridos
son generalmente menos susceptibles a las
infecciones parasitarias, en los cuales, aun si
se establecen endoparasitos, sus efectos pasan
desapercibidos y se ha demostrado que rupturas
en el plano nutricional afectan la inmunidad y
permiten el establecimiento de parasitos adultos
(Coopy Kyriazazakis, 1999). Es tal laimportancia
de la nutricién en las infecciones por parasitos
internos, que algunos autores consideran a
ésta como el efecto primario y a los parasitos
jugando un papel secundario en la presencia de
la enfermedad (Villar, 2007).

Al evaluar la frecuencia de animales sin anemia
de acuerdo al nivel de infestacion (Figura
1), se observé que la mayoria de los casos
resultaron infecciones leves a moderadas, con
apenas un caso grave; por su parte el contaje
de leucocitos totales mostré un incremento en
los casos de infecciones leves que tendid a
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Cuadro 2. Valores promedios del estudio hematolégico de la serie roja y de la
coproldgia en becerros infectados o no en forma natural con nematodos
gastrointestinales.

Grupos I Il [l v
Hb (g/dl) 11,7+1,2 11,7+1,2 10,523 92+2,1
Hto (%) 33+ 4 34+4 28+6 26+6
Gr (x 108/ul) 7,92 £ 3,63 10,27 + 3,34 4,25+2,72 4,43 +2,38
hpg 0 450 0 950

Hb: hemoglobina; Hto: hematocrito; Gr: glébulos rojos; hpg: huevos por gramo de heces.
I: sin anemia y sin parasitos; Il: sin anemia con parasitos; Ill: anémicos sin parasitos;
IV: anémicos con parasitos.

Cuadro 3. Valores promedio del contaje de leucocitos (x10%/ul) en becerros con y sin
anemia infectados o no en forma natural con nematodos gastrointestinales.

*

Sin parasitos (x103/ul) Con parasitos (x103/ul) p
Sin anemia 11,76 * 3,34(1) 16,17 £ 4,40(1l) 0,04
Con anemia 12,50 £ 3,67(ll) 11,88 + 4,82(IV) 0,69

P 0,71 0,02

*Analisis de varianza. Diferencias estadisticamente significativas, con un valor de P<0,05
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normalizarse; todos los cambios observados
fueron significativos (P<0,05).

La leucocitosis en los casos leves y moderados
probablemente se deba a una respuesta a la
infestacion, la cual permitid el control de la
misma consiguiéndose solo un caso grave,
donde el recuento de leucocitos fue normal.
El comportamiento de los diferentes tipos de
leucocitos, en este grupo, mostré un incremento
en el contaje de eosindfilos en los casos de
infeccibn moderada, seguido de una caida
drastica en los casos graves, resultados que
coinciden con los de Sandoval et al. (2007) en
ovejas; por su parte los neutréfilos, presentaron
un incremento progresivo desde los casos leves
hasta alcanzar su pico maximo en los casos
graves y finalmente los linfocitos presentaron
un incremento significativo en los casos leves
con una disminucion progresiva hasta alcanzar
limites normales en los casos de infeccion
moderada y grave, comportandose esta curva
de la misma manera que la del contaje de
leucocitos totales.

Estos resultados permiten inferir que el tipo
celular responsable del incremento en el contaje
de leucocitos en los casos leves, es el linfocito,
el cual probablemente active una respuesta
celular, donde participan los eosindfilos y
neutréfilos para controlar la infeccion (casos
moderados), resultando en un numero reducido
de casos graves.

Los eosindfilos liberan peroxidasa, proteina
basica y cationica, neurotoxinas y una gran
variedad de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas y mediadores lipidicos que son
perjudiciales para el parasito, lo que las convierte
en potentes células efectoras. Los neutrdfilos,
por su parte, son capaces de fagocitar y
producir una serie de citocinas pro-inflamatorias
y liberar especies reactivas de oxigeno (aniones
superoxido, peroxidos, radicales hidroxilo vy
halégenos) las cuales son responsables de la
expulsion de los gusanos adultos (De Veer et al.,
2007; Rothenberg y Hogan, 2006).

Estos resultados reflejan una adecuada
respuesta de las células inflamatorias al estimulo
antigénico constante (pastos infectados con
nematodos gastrointestinales), destacandose el
protagonismo de los linfocitos y los eosindfilos
en dicha respuesta (Barrios et al, 2011).
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Kanobana et al. (2003) demostraron que las
infecciones primarias y secundarias con el
parasito C. oncophora estan asociadas con dos
olas de eosindfilos, la primera independiente de
linfocitos T y la segunda dependiente de linfocitos
T (CD4+), comprobandose el papel que tienen
los eosindfilos como células efectoras contra
estadios adultos de este parasito.

En los animales anémicos (Figura 2) la mayoria
de los casos fueron moderados a graves,
los contajes de leucocitos totales, linfocitos,
eosindfilos 'y neutréfilos se mantuvieron
constantes en las infestaciones leves vy
moderadas, con una disminucion significativa
de los mismos en las infestaciones graves
(P<0,05). Estos resultados sugieren que no
existe respuesta leucocitaria adecuada ante
la infeccion parasitaria, permitiendo un gran
nuamero de casos moderados y graves. La caida
significativa de los leucocitos en los casos graves
pudiera estar relacionada a factores parasitarios
que logran modular y/o evadir la respuesta
leucocitaria (Bautista, 2009; Barrios et al., 2011).

Larelaciénentreelestadonutricional,larespuesta
inmune y la susceptibilidad a infecciones ha
sido un tema considerado en investigaciones
recientes. Es generalmente aceptado que la
malnutricion de moderada a severa resulta en un
deterioro variable de la respuesta inmune, mas
notablemente la inmunidad mediada por células,
actividad fagocitica, sistema de complemento
y la inmunidad de mucosas. Relacionado con
el estado nutricional, el hierro es un nutriente
esencial para la mayor parte de los tejidos, un
factor importante en la actividad vital de cada
célula del organismo y cumple varias funciones
bioldgicas en él.

Es importante destacar, que la influencia de la
deficiencia de hierro (anemia ferropénica) sobre
la respuesta del sistema inmune habia sido
documentada en animales de laboratorios vy
roedores, mostrando una reducida sintesis del
ADN linfocitario, disminuciones del niumero de
células T, y en la actividad citotoxica (Vale, 1999;
Martinez, 2009).

Por otra parte, Papale et al. (2008) sefialaron que
la anemia ferropénica influye en la infestacién
parasitaria, ya que el hierro se encuentra
involucrado en la modulacién de la respuesta
inmune contra los parasitos. Asimismo, la
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Figura 2. Reaccién leucocitaria y frecuencia de animales anémicos infectados con

nematodos gastrointestinales.

infeccién parasitaria contribuye al aumento en
la prevalencia de anemia bien sea debido a
pérdidas sanguineas o impidiendo la absorcion
de estos nutrientes.

Sarkdzy et al. (1985), estudiaron la respuesta
inmunitaria frente a Adenovirus tipo 1, inactivado,
en terneros anémicos, encontrando una
respuesta de anticuerpos neutralizantes, mas
baja que en los controles. Este grupo sugiere que
la anemia es responsable de la pobre respuesta
observada en los animales de ensayo.

Adicionalmente, Figueredo et al. (2006), demostraron
gue la anemia en terneros lactantes, aumenta el
riesgo de morbilidad general desde 2,2 a 4,5.

CONCLUSIONES

Este estudio sugiere que en los becerros
anémicos no existe una respuesta leucocitaria
adecuada ante el reto parasitario, con un alto
numero de casos graves, mientras que, en los
becerros sin anemia la reaccidén leucocitaria
resulta efectiva, con un numero inferior de casos
graves.
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Estos resultados abren nuevas perspectivas
para realizar mas estudios que permitan
integrar aspectos bioquimicos, nutricionales
e inmunolégicos con los diferentes tipos de
anemia en la busqueda de correlacionar los
estados carenciales con la susceptibilidad
a enfermedades y disfunciones del sistema
inmunolégico.
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