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1. RESUMEN

En el presente trabajo se estudid si los bovinos son capaces de regular
naturalmente sus cargas de moscas de los cuernos. Para ello, se pusieron a
punto y se desarrollaron metodologias tendientes a estudiar dos hipotesis de
trabajo.

La primera hipétesis fue que la eleccion de la mosca por su hospedador esta
condicionada por la facilidad de acceso que tiene la mosca a la sangre
bovina. Especificamente, se tested si las cargas parasitarias diferenciales
asociadas a caracteres fenotipicos inherentes al hospedador (color, sexo y
peso) estan asociadas a la dificultad para la obtencion del alimento (grosor
de epidermis) y al consumo de sangre de las moscas. Bovinos cruzas (n=30)
se clasificaron de acuerdo al sexo y color de pelaje. Las cargas de las
moscas, la concentraciéon de hemoglobina en las mismas y el grosor de la
epidermis bovina fueron analizados por un modelo estadistico que incluyé
los efectos del color del pelaje (oscuro vs claro), sexo (macho vs hembra), e
interacciones como efectos fijos, y peso vivo como covariable. Los animales
OSCuros cargaron mas moscas, presentaron un epitelio mas fino y el
consumo de hemoglobina de las moscas que los parasitaban fue mayor en
comparacion con los animales claros. El incremento de peso vivo, se asocid
a una mayor carga parasitaria, a un incremento de espesor de epitelio y a
una reduccion del consumo de hemoglobina de las moscas. El sexo no
afect6 ninguna de estas tres variables.

La segunda hipétesis, fue que el consumo de sangre de la mosca es
regulado - al menos en parte - por el hospedador. Para ello, durante la
estacion estival, se estudid la evolucion de las cargas de las moscas, el
consumo de hemoglobina de las mismas y titulos de anticuerpos contra una
proteina salival de la mosca (Hematobina), en 15 bovinos clasificados
acorde al color y sexo. Las cargas de parasitos fluctuaron durante la
estacion: tres picos de 1-2 semanas de altas cargas de moscas (>250
moscas) fueron seguidos por periodos de 3-4 semanas de bajas cargas. El
consumo de hemoglobina de las moscas vari6 entre las semanas, cuya
evolucion acompafio la evolucién de las cargas parasitarias. Los bovinos
desarrollaron anticuerpos anti Hematobina frente a la exposicién natural de
las moscas. Altos titulos de anticuerpos contra Hematobina tendieron a
afectar el consumo de hemoglobina de las moscas.

Los resultados obtenidos demuestran que el consumo de sangre de las
moscas varia en funcién de los caracteres fenotipicos de los bovinos y a lo
largo de la estacion estival. En el presente trabajo se discute como el bovino
interviene en esas variaciones del consumo y los efectos de las mismas
sobre la dindmica poblacional de estos parasitos.



2. SUMMARY

In the present thesis, we investigated if cattle have the natural ability to
regulate their horn fly loads. For this purpose, some methodologies were
developed to test two different hypotheses.

The first hypothesis was that the fly selection of the host is conditioned by the
fly accessibility to bovine blood. Specifically, it was tested if the differential
parasitic loads were associated with some host phenotypic characteristics
(color, sex and weight) are related with the difficulty of obtaining blood
(epidermis thickness) and the levels of blood intake of flies. Cattle crosses (n
=30) were classified according to sex and coat color. Fly loads, fly
hemoglobin concentration and the bovine epidermal thickness were analyzed
by a statistical model that included coat color (dark vs light), sex (male vs
female), and interactions as fixed effects, and bodyweight as a covariate.
Dark coat animals had bigger fly loads, showed a thinner epithelium and
presented greater hemoglobin consumption of flies than light coated animals.
Increases on body weight were associated with an increase of parasite loads,
epidermal thickness and with a reduction of fly hemoglobin intake. Sex did
not affect any of these three variables.

The second hypothesis was that the fly blood intake is regulated - at least in
part- by the host. To test it, the evolution of fly loads, fly hemoglobin
consumption and antibody titers against a horn fly salivary protein
(Hematobina) were recorded during the summer season in 15 bovines
previously classified according to color and sex. Parasite loads fluctuated
during the season: three peaks of 1-2 weeks of high fly loads (> 250 flies)
were followed by periods of 3-4 weeks with low fly loads. The hemoglobin
content also varied between weeks; observing that, fly hemoglobin
consumption correlated with the evolution of parasite loads. Natural cattle
exposure to horn fly induced an antibody response anti Hematobina. High
anti-Hematobina titers tended to affect the hemoglobin consumption of the
flies.

These results showed that fly blood intake varied according to cattle
phenotypic characteristics and throughout the summer season. In this work,
we discuss how the bovine is involved in the variations of the consumption
and the collateral effects on the dynamics of fly population.



3. INTRODUCCION

La mosca de los cuernos (Haematobia irritans irritans) es una mosca
hematofaga de distribucion mundial que afecta principalmente al ganado
bovino causando importantes pérdidas econdémicas (Cupp et al. 2004). Su
presencia en Uruguay fue diagnosticada en 1991 (Carballo & Martinez 1991)
y hoy afecta todo el territorio nacional. El control de este parasito se ejerce
principalmente en base al uso de insecticidas, los cuales son aplicados
rutinariamente cuando la infestacion es masiva (Guglielmone et al. 2002a).
Desafortunadamente, su excesiva utilizacion ha provocado que H. irritans
desarrolle resistencia a estos compuestos, disminuyendo la eficiencia de los
sistemas de control (Oyarzun et al. 2008). Esto ha derivado en la busqueda
de métodos alternativos de control, tales como trampas mecanicas y/o
controladores bioldgicos, seleccion de animales resistentes o el desarrollo de
vacunas (Tozer & Sutherst 1996; Cupp et al. 2004). Para alcanzar el éxito en
el desarrollo de éstas u otras metodologias alternativas, se hace necesario
investigar en las bases de la interaccién parasito hospedador asi como en la
existencia de mecanismos naturales de control.

Una de las caracteristicas de esta parasitosis es que el nimero de moscas
presentes en los bovinos difiere entre las razas y entre los individuos,
conviviendo simultaneamente animales con altas y bajas cargas de moscas
(Castro et al. 2003; de Souza et al. 2005). Esto manifiesta la presencia de
criterios de seleccion de hospedadores por parte de las moscas y/o la
existencia de mecanismos de regulacion de las cargas parasitarias por parte
de los bovinos. Hasta la fecha no se ha podido establecer con exactitud
cuales son esos criterios 0 mecanismos involucrados y en qué medida son
dependientes de la mosca y/o del hospedador. Varios fenotipos bovinos han
sido relacionados como responsables de una atraccion diferencial de los
insectos por sus hospederos, aunque con resultados dispares. Se ha
reportado que existe una relaciébn positiva entre el tamafio y condicién
corporal de los animales con la cantidad de moscas que lo parasitan (Castro
2003). El color oscuro del pelo parece atraer mayor nimero de moscas que
los colores claros (Franks 1963; Rodriguez-Gallegos & Acosta-Rodriguez
2011), aunque otros autores no demostraron estas diferencias (Tugwell
1969; Guglielmone et al. 2002b). Los estudios sobre la relacion entre carga
parasitaria y caracteristicas fenotipicas del hospedador son escasos, Yy
generalmente no consideraron la accidon simultanea de cada uno de los
caracteres fenotipicos relevantes sobre la carga final de moscas. Mas alla de
lo expuesto, sabemos de la existencia de una atraccidon diferencial de las
moscas por algunos caracteres fenotipicos. Pero, ¢qué es lo que ven las
moscas en esas caracteristicas fenotipicas de los bovinos? Nuestra
hipotesis es que, la preferencia de la mosca por determinados fenotipos
bovinos, se basa en la facilidad con que ésta accede a su alimento. En el
presente trabajo intentaremos aportar informacién en relacion a este tema.

Otro aspecto interesante de la relacion entre la mosca de los cuernos y su
hospedador, es que la oferta de moscas a lo largo del afio no es



homogénea. Varios autores han descrito la ocurrencia de dos picos de oferta
de moscas para nuestra region, uno a fines de la primavera y el segundo a
principios de otofio (Guglielmone et al. 2002b; Lima et al. 2002). Si bien la
oferta de moscas en el rodeo esta principalmente asociada a condiciones
climaticas (Castro et al. 2008), la distribucion bimodal de las moscas se
mantiene aun en condiciones climéticas favorables para el desarrollo de
estos insectos (Almazan-Garcia et al. 2001), sugiriendo la presencia de
factores adicionales de regulacion. En este sentido, Castro et al. (2008),
demostraron que el crecimiento de las poblaciones de moscas en un rodeo,
es inversamente proporcional a la densidad media de moscas presentes en
los bovinos. Este trabajo introdujo un nuevo elemento en el camino hacia el
entendimiento de la dinAmica de la poblacion de moscas y es el que nos
lleva a plantearnos nuestra segunda hipotesis de trabajo: ¢son los bovinos
capaces de regular la oferta de moscas en el rodeo?. Para responder esta
segunda pregunta, el presente trabajo investigara sobre las dinamicas
poblacionales de moscas en nuestra regién, el comportamiento en el
consumo de alimento a lo largo de la estacion estival y la respuesta
inmunolégica de los bovinos contra componentes de la saliva de dichos
parasitos.

En suma, a través de dos estrategias experimentales diferentes, se
investigaron posibles mecanismos de regulacion de la carga parasitaria
vinculados al hospedador.



4. ANTECEDENTES
4.1. Mosca de los cuernos: historia, distribucion e impacto econémico

La mosca de los cuernos, Haematobia irritans irritans (Linnaeus 1758) es un
diptero hematofago que afecta principalmente al ganado bovino. Esta mosca
es originaria de Europa y fue reportada por primera vez en 1885 en Espafa
y Francia. En 1887, se confirma su presencia en Estados Unidos (Bruce
1938). A principios de 1900, dicha mosca invadié la mayor parte de Estados
Unidos, Canada y Puerto Rico (Hargett & Goulding 1962). Ingresé a América
del Sur en la década del 30 a través de Venezuela y Colombia; luego dicha
poblacion de moscas se desplazé hacia el sur diagnosticandose en
Argentina y Uruguay en 1991 (Tarelli 2004). En la actualidad la mosca de los
cuernos se encuentra en Ameérica, Europa, Asia y en regiones del norte de
Africa.

Pocos estudios han sido disefiados especificamente para relacionar las
pérdidas econémicas en ganado como consecuencia de la presencia o
ausencia de ectoparasitos (Byford et al. 1992). Sin embargo, la mosca de los
cuernos es considerada una de las ectoparasitosis que mas afecta la
produccion de bovinos en condiciones de pastoreo (Byford et al. 1992).
Estas pérdidas estan asociadas principalmente a pérdidas en la ganancia de
peso, en la produccion lechera y en la calidad de los cueros obtenidos
(Guglielmone et al. 1999). A estos elementos debemos agregar los costos
asociados a su control. Campbell (1976), describio que el peso al destete de
terneros machos provenientes de bovinos libres de moscas fue 5,8 kg
superior que los terneros destetados de ganado infestado. En este mismo
sentido, Haufe (1982) demostr6 que la ganancia de peso de bovinos tratados
con caravanas con fenvalerato fue superior a los bovinos sin tratar. Estos
efectos adversos también fueron reportados en novillos de sobreafio,
observando una reduccion del 12% en la ganancia de peso en animales
parasitados (Kinzer et al. 1984). En esta misma categoria de animales, Kunz
et al. (1984) reportaron caidas de la ganancia de peso de 0,1 kg/dia cuando
las cargas parasitarias superaron las 700 moscas por animal.

Se ha reportado que los bovinos parasitados con la mosca de los cuernos
modifican su comportamiento como consecuencia de la molestia y la
irritacion que genera. Bovinos Holando expuestos a cargas superiores a las
500 moscas incrementaron el tiempo que permanecen de pie, pastorearon
menos, caminaron mas y movieron sus colas més frecuentemente (Savio et
al. 1976; Harvey & Launchbaugh 1982). Estos cambios comportamentales
se reflejaron en cambios fisiolégicos en los bovinos afectados; se
encontraron mayores frecuencias cardiaca y respiratoria y temperatura rectal
en novillos expuestos entre 100 y 500 moscas por animal respecto a
animales libres de moscas (Schwinghammer et al. 1986).

Si bien el efecto de las infestaciones por H. irritans sobre la calidad de los
cueros no ha sido considerado como un problema mayor, las curtiembres
han reportado un incremento de los descartes de cueros como consecuencia
de dafos generados por el insecto (Guglielmone 1999). Torres et al. (1993),



definieron las lesiones epiteliales como pequefios crateres o pozos en las
areas donde la mosca se alimenta. Un estudio realizado por Guglielmone et
al. (1999), demostré que las areas de cueros dafiadas por la mosca, asi
como los niveles de infiltracibn de células mononucleares, y el edema
observado en la dermis fue proporcional a la carga de parasitos y que bajas
cargas de moscas son suficientes para generar cambios significativos en el
cuero. ElI mayor efecto estaria relacionado al proceso inflamatorio generado
por las picaduras, mas que por el dafio tisular directo generado por el
parasito.

Varios autores han analizado los riesgos de transmisién de patdgenos como
consecuencia de las infestaciones por H. irritans. Hibler (1966) demostré que
H. irritans es transmisor de Stephanofilaria stilesi, un nematode presente en
América del Norte y Asia, que afecta principalmente la dermis de los bovinos
y que genera lesiones macroscopicas y microscopicas en los mismos. El rol
de la mosca como vector de enfermedades virales ha sido también objeto de
estudio. Tarry et al. (1991), analizaron la capacidad de transmision de
Diarrea Viral Bovina (DVB) de Stomoxys. calcitrans, Haematopota pluvialis y
H. irritans. Ellos reportaron que S. calcitrans y H. pluvialis fueron capaces de
transmitir la enfermedad a los bovinos receptores, no asi H. irritans. Fue
posible aislar virus en H. pluvialis y S. calcitrans hasta cuatro dias
posteriores a la toma de sangre de un animal infectado, mientras que de H.
irritans sélo se aisld hasta dos horas posteriores a la alimentaciéon. La
capacidad de transmision del virus de Leucosis Bovina a través del aparato
bucal de moscas hematéfagas fue estudiada (Buxton et al. 1985): son
necesarias 50 prosbocides de S. calcitrans y 100 de H. irritans para inducir la
seroconversion de ovejas y terneros negativos a la enfermedad. La
capacidad que tiene un insecto hematdfago de oficiar como vector de
enfermedades, es dependiente principalmente de los volumenes de sangre
ingeridos del hospedador y del comportamiento alimenticio del insecto. Los
estados adultos de H. irritans, permanecen principalmente sobre un Unico
hospedador, lo que disminuye la posibilidad de transmisién de enfermedades
de un animal a otro.

En suma, son diversos los perjuicios que este parasito ocasiona a los
sistemas de produccién bovina. En EUA se considera que esta parasitosis
genera pérdidas anuales por 1 billén de dolares (Cupp et al. 2004). En Chile,
las pérdidas anuales fueron estimadas en 25 millones de délares (Velasco et
al. 2001). En nuestro pais, se la ha asociado con importantes pérdidas en la
industria del cuero (Vanzini et al. 1997).

4.11. Ciclo biolégico y habitos de vida de la Mosca de los cuernos

La mosca de los cuernos es un diptero hematéfago, de 3 a 5 mm de largo,
que tiene una importante probdscide picadora/chupadora. Los estadios
adultos de ambos sexos son hematodfagos y tienen por hospedador principal
al bovino. Para alimentarse succiona sangre por periodos que van de 4 a 10
minutos, repitiendo este procedimiento hasta 30 veces por dia (Tarelli 2004).
La vida media del adulto es entre 3 y 7 semanas, y transcurre principalmente
sobre el cuerpo del animal. La hembra adulta de H. irritans, una vez



fecundada, inicia la oviposicion, depositando sus huevos en las materias
fecales frescas de los bovinos (Figura 1). El periodo de incubacién del huevo
es de 16 horas, al cabo del cual nace una larva de primer estadio (L1), esta
muda a larva de segundo estadio (L2) en 10 horas y finalmente a larva de
tercer estadio (L3) luego de las 18 horas. La L3 completa su desarrollo en 64
horas alcanzando asi el estadio de pupa. Una vez completada la pupacién
(3-8 dias), emerge el adulto iniciando un nuevo ciclo (Rodriguez Castro et al.
1993; Figura 1).

El ciclo biolégico en condiciones 6ptimas de temperatura y humedad es
aproximadamente de 8 dias (Abrahamovich et al. 1993), aunque puede
variar frente a condiciones de adversidad climéatica. Cuando la temperatura
es inferior a 15°C, las pupas entran en diapausa pudiendo retrasar su
desarrollo hasta 160 dias (Hoelscher & Combs, 1971; Lysyk & Moon 1994).
La postura de huevos es realizada por las hembras sobre las heces frescas,
depositando racimos que contienen entre 3-14 huevos. Este procedimiento
se repite 3-4 veces durante los 10 minutos que dura el periodo de postura. El
total aproximado de huevos puestos por hembra, a lo largo de su vida
reproductiva varia de 200 a 400 (Wilkerson 1974).

Moscas emergen
de las pupas y
pueblan los
bovinos. Los

4

par NN

Las ‘Le l')>as abandonan
el bovino por unos
minutos para depositar

sus huevos en heces
frescas. Los huevos

¥ estadios larvario
~y.a partir de 5-7

Figura 1. Ciclo biolégico de la mosca de los cuernos.

La carga de parasitos adultos en los animales de un mismo rodeo no se
distribuye en forma homogénea. Es posible observar simultaneamente
animales con altas y bajas cargas de moscas. Varios factores han sido
mencionados como responsables de la atraccion diferencial de los insectos
por sus hospederos, aunque con resultados dispares. Castro (2003) reporto
que existe una relacion positiva entre el tamafo y condicion corporal de los



animales con la cantidad de moscas que lo parasitan. El color oscuro del
pelo parece atraer mayor numero de moscas que el color claro (Franks
1963). Sin embargo, otros autores (Guglielmone et al. 2002b) no pudieron
demostrar estas diferencias. El sexo se ha asociado como factor de
atraccion, siendo los machos mas atractivos para las moscas (Franks 1963;
Rodriguez-Gallegos & Acosta-Rodriguez 2011). Post et al. (1987)
relacionaron el nivel de testosterona con la carga de moscas al observar que
los toros cargaban mas moscas que las vacas y los novillos. En estos
ensayos las diferencias en peso entre machos y hembras no fueron tenidas
en cuenta.

Hasta la fecha no han sido identificados elementos estructurales,
moleculares o genéticos, que permitan explicar las bases del vinculo entre
los caracteres fenotipicos de los bovinos y la atraccion de moscas, Se han
identificado componentes volatiles con capacidad quimioatrayente o
repelente (Oyarzdan et al. 2009), pero ninguno ha sido asociado a
caracteristicas fenotipicas.

Otro punto interesante en la biologia de este parasito, es que la oferta de
insectos en un rodeo no es homogénea a lo largo del afio. Varios autores
han descrito la ocurrencia de dos picos de oferta de moscas para la region
austral de América del Sur, el primero a fines de la primavera y el segundo a
principios de otofio (Lima et al. 2002; Guglielmone et al. 2002b). Sin
embargo en Uruguay, Castro et al. (2008) describe un Unico pico de moscas
al final de la estacion estival. En América Central, la presencia de moscas es
durante todo el afo, sin embargo la oferta de moscas es fluctuante; los
momentos de mayor infestacidon se observaron al final de la primavera
(Galindo-Velasco et al. 2008). En México, Cruz—Vazquez et al. (2000)
reportaron una curva bimodal con picos poblacionales en el verano y en
otofo.

Se ha propuesto que esta distribucion de oferta de moscas puede ser el
resultado de la asociacion entre clima, efectos de predadores, competencia
por sustrato en estadios larvarios y/o respuesta inmune del hospedador
(Blume et al. 1970; Cabrera & Cordo 1997). La temperatura y la humedad
ambiente han sido los factores que mas se han correlacionado con la oferta
de moscas. Almazan-Garcia et al. (2001) reportaron que la correlacion entre
la poblacion de moscas con la temperatura fue de 0.57, y con las
precipitaciones de 0.32 y el analisis de las dos variables en conjunto mostro
una correlacion de 0.70. Torres et al. (1996) definieron a la temperatura
como el principal factor abidtico de la mosca de los cuernos en el norte
Argentino. La temperatura también fue definida como un factor que afecta el
crecimiento poblacional de moscas en Uruguay (Castro et al. 2008). Este
trabajo reporté ademas, que el crecimiento de las moscas es inversamente
proporcional a la densidad media de moscas presentes en los bovinos,
introduciendo un elemento nuevo en la dindmica de la poblacion de moscas:
la posibilidad de que el hospedador sea un factor de regulacion de la carga.



4.11l. Evasion de parasitos hematéofagos a los mecanismos
hemostéaticos y defensivos del hospedador

Los parasitos hemat6fagos para alimentarse estan obligados a traumatizar la
piel y/o mucosas y la red vascular de su hospedador. El dafio tisular
ocasionado lleva a la activacion de mecanismos homeostaticos que el
parasito debe controlar, o de lo contrario su alimentacion podria ser
bloqueada.

Este control se alcanza por la presencia en la saliva de moléculas
farmacolégicamente activas, denominadas “sialogeninas” (S&-nunes & de
Olivera 2011). Se ha observado que aquellos parasitos que permanecen
mas tiempo sobre su hospedador, son los que han desarrollado un
armamento farmacologico mayor (Hajnicka et al. 2011).

Las sialogeninas, no solo colaboran con el proceso de alimentacién del
parasito, sino que favorecen la transmisién de algunos patégenos cuando
éstos actian como vectores. A modo de ejemplo, la Borrelia burgdorferi,
(espiroqueta causante de la enfermedad de Lyme), ingresa al hospedador
protegida por una proteina salival que impide la accion citotéxica mediada
por los anticuerpos del hospedador (Ramamoorthi et al. 2005).

4.111.1. Mecanismos hemostéticos del hospedador y regulaciéon de los
mismos por componentes de la saliva de parasitos hematofagos

La injuria vascular causada por el parasito hemato6fago al alimentarse activa
ineludiblemente el sistema de la coagulacion; una cascada enzimatica que
tiene por objetivos: a) produccion de coagulos de fibrina, b) agregacion
plaquetaria, y c) vasoconstriccion de la zona dafiada (Chmelar et al. 2012).
Su activacién genera trombina, cuya funcion es transformar el fibrinbgeno
(factor plasmatico soluble) en fibrina (proteina insoluble), capaz de
polimerizar y entrecruzarse, formando junto con las plaquetas el codgulo que
tapona las heridas (Figura 2).

La cascada de la coagulacién puede activarse por 2 vias (intrinseca y
extrinseca), ambas tienen como destino activar al factor X, con el que se
inicia la via comun de la cascada.

Cuando un parasito hemat6fago punciona un vaso sanguineo, la sangre
entra en contacto con tejidos lesionados 0 se mezcla con extractos de tejidos
activAndose la via extrinseca (Figura 3). En esta via se genera muy
rapidamente factor Xa, como consecuencia de que la proenzima X es
activada por un complejo formado por factor VII, Ca®"y factor tisular unido
a fosfolipidos provenientes de las membranas celulares rotas y de las
plaquetas. El factor tisular (TF) se encuentra normalmente "secuestrado” en
el interior de las células endoteliales y es secretado en respuesta a una
lesion, o bajo el efecto de algunas citoquinas proinflamatorias (TNF, I1L1).



Pared vascular ..

¥ % S5

* Agregacion

plaquetaria
Fibrinégeno
Activacion de la )
coagulacion -)Tromblnaéi
Fibrina =» Polimeros
de Fibrina
Retraccion
del coagulo

Inicio del coagulo Formacion del coagulo

Figura 2. Mecanismo de formacion del coagulo frente al dafio vascular.

Algunos parésitos han desarrollado moléculas para impedir la formacion de
coagulos de fibrina. En la saliva de Ornithodoros moubata, se aisl6 una
proteasa llamada TAP (tick anticoagulant protein), que es inhibidora del
factor Xa (Sanyal et al. 1995). También de la saliva de ixodidos se han
aislado inhibidores del TF (Francischetti et al. 2002; Maritz-Olivier et al.
2007), y en Rhipicephalus microplus inhibidores directos de trombina que
evitan la formacién de coagulos (Ciprandi et al. 2006).

En el caso particular de la mosca de los cuernos, se ha aislado una proteina
inhibidora de la formacién de trombina llamada Thrombostasin (TS). Esta
proteina es capaz de reducir significativamente la actividad amidolitica de la
trombina, blogueando asi el clivaje del fibrindbgeno (Zhang et al. 2002).
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Figura 3. Activacion de la via extrinseca de la coagulacion.

Cuando los parasitos se alimentan de pequefios vasos, la toma de sangre
podria estar mas afectada por la agregacion plaquetaria que por la oclusion
vascular debido a la fibrina. De hecho, se han identificado enzimas capaces
de reducir la formacién de trombos en algunos parasitos. Uno de los
mecanismos antiagregantes plaquetarios mas conocidos es la degradacién
del ATP y ADP (dos potentes agonistas de agregacion plaquetaria) en AMP,
a través de la secrecién salivar de una enzima llamada apyrasa (adenosine
diphosphatasa). Esta enzima fue identificada en la garrapata del bovino
Rhipicephalus microplus (Liyou et al. 2000) y en Ornithodoros savignyi
(Stutzer et al. 2009). Un segundo grupo de enzimas que afectan la
agregacion plaquetaria y la coagulaciéon son las metaloproteasas con
actividad fibrinolitica y gelatinasa, que se identificaron en Ixodes scapularis
(Francischetti et al. 2003).

Se ha identificado que proteinas de la familia de las lipocalinas son capaces
de inhibir el factor de agregacion plaquetaria inducido por colageno, asi
como también de modular la respuesta a la accion de la histamina y
serotonina. Por lo tanto, estas proteinas no solo estan involucradas en la
mejora de la toma de alimento (controlando la agregacion plaquetaria y
vasoconstriccion), sino que controlan la inflamacién y la respuesta inmune
del hospedador (Mans & Ribeiro 2008). Una lipocalina salival de Ornitodoros
moubata cuando es administrada en altas dosis es capaz de inhibir la union
de tromboxano A2 (TXA2, agonista de la agregacion plaquetaria) a su
receptor en las plaguetas (Keller et al. 1993). Cabe sefalar que llipocalinas
tambien se han identificado en el sialotranscriptoma de mosquitos Aedes



albopictus y A. sthephensi (Valenzuela et al. 2002; Arca et al. 2007) y de
S.calcitrans (Wang et al. 2009).

4.111.2. Respuesta inmune del hospedador y su control por los componentes
de la saliva de parasitos hematéfagos

Frente a la identificacion de componentes extrafios o a la presencia de dafio
tisular, el sistema inmune del hospedador desarrolla una respuesta con el
objetivo de eliminar el agente agresor y reparar el dafio generado.
Inicialmente, se establece un proceso inflamatorio coordinado por un
conjunto de factores celulares y solubles, que componen la respuesta
inmune innata. Frente a la presencia de parésitos hematéfagos, el sistema
complemento y los mediadores proinflamatorios secretados por mastocitos y
macréfagos son los principales responsables de dicha respuesta.

El sistema complemento esta compuesto por un conjunto de proteinas
plasmaticas, que al ser activadas participan en cascadas bioquimicas cuyas
funciones son: potenciar la respuesta inflamatoria a través de la liberacion de
anafilotoxinas (C4a, C3a, Cbha), facilitar la fagocitosis a través del marcado
de las células blanco con opsoninas (C3b) y lisar células como consecuencia
de la formacién del complejo de ataque a membrana (C5b-C9). Se ha podido
demostrar que la activacion del complemento limita la capacidad de toma de
alimento de algunas garrapatas y que muchas de ellas han desarrollado
moléculas que inhiben el complemento a distintos niveles de la cascada
(Ribeiro et al. 1985). En la saliva de Ixodes se han identificado moléculas
inhibidoras de la activacion de la via alterna del complemento evitando la
deposicion de C3b y del factor B (Valenzuela et al. 2000; Lawrie et al. 2005).
Tyson et al. (2007) demostraron que Salp20, identificada en la saliva de
Ixodes scapularis, reduce la actividad de la C3 convertasa, uniéndose con
alta afinidad a la properdina, proteina clave en la estabilizacion de esta
enzima. La activacion de C5, también ha sido un blanco de control; se ha
identificado en Ornithodoros moubata un inhibidor del clivaje de C5
(denominado OmCI), que evita la formacion de la C5 convertasa y la
liberacion de la anafilotoxina C5a (Nunn et al. 2005).

La histamina es otro factor soluble que juega un rol relevante en los
mecanismos de respuesta innata a la agresion; es producida por baséfilos y
mastocitos residentes en el tejido conectivo, asi como por otras células del
sistema nervioso y digestivo (Dy & Schneider 2004). Cuando es liberada es
causante de prurito, por lo que el hospedador responde con un
comportamiento de rascado que puede ser contraproducente para algunos
ectoparasitos (Sa4 Nunes & Freire de Oliveira 2011). A nivel vascular, la
liberacion de histamina, incrementa la permeabilidad de los capilares,
favoreciendo el pasaje de proteinas y células hacia los tejidos. A nivel del
sistema inmune adaptativo, la histamina ejerce una importante y compleja
accién sobre los patrones de secrecion de citoquinas, promoviendo
esencialmente una respuesta de tipo Thl y la secrecion de IFN gama (Jutel
et al. 2001). Este tipo de respuesta dirigida hacia larvas de cestodos o
nematodos se ha asociado con resistencia a la infeccion (Bautista Garfias
2009). Varios parasitos hematdéfagos han desarrollado componentes



salivales capaces de bloquear histamina. En la vinchuca, Rhodnius prolixus,
se describié una lipocalina capaz de unir oxido nitrico y histamina (Andersen
& Montfort 2000). Se han identificado proteinas de la familia D7, con
propiedades de unién a histamina también en Anopheles gambiae y Aedes
aegypti (Calvo et al. 2006).

Las citoquinas (IL) responsables de la migracion celular en los tejidos son
también bloqueadas por componentes de la saliva de estos parasitos. La
actividad de IL8 es bloqueada por extractos salivales de Dermacentor
reticulatus, Amblyoma variegatum y Ixodes ricinus (Hajnicka et al. 2001;
Kocakova et al. 2003). La actividad quimiotactica de RANTES, eotaxin,
MCP-1, MIP-1a es bloqueada por la saliva de Dermacentor reticulatus,
Amblyomma variegatum, y Ixodes ricinus (Hajnicka et al. 2005). En el cDNA
de Amblyomma americanum fue identificado un homologo del factor inhibidor
de migracion de macréfagos (MIF), (Jaworski et al. 2001). Finalmente, se
describié que los neutréfilos reducen su migraciéon frente a la presencia de
una cystein proteasa llamada Sialostatin L identificada en la saliva de |I.
scapularis (Kotsyfakis et al. 2006).

La respuesta inmune innata es posteriormente fortalecida por una respuesta
humoral y celular disefiada especificamente contra el agente agresor. Esta
respuesta, conocida como respuesta inmune adaptativa, tiene como brazos
efectores a los linfocitos B y T. El tipo y la calidad de esta respuesta
dependen principalmente de la informacién recibida en los procesos de
presentacion de antigenos y en la capacidad de proliferaciéon celular.

En la saliva de Rhipicephalus microplus y Ixodes scapularis se han
identificado prostaglandinas E, (PGEZ2) con propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras (Higgs et al. 1976; Ribeiro et al. 1985). Se ha demostrado
que PGE2 de Ixodes scapularis inhibe la maduracion de las células
dendriticas y por ende la capacidad de induccion de la proliferacion de los
linfocitos T especificos (Sa-Nunes et al. 2007). La prostaglandina PGIl; o
prostaciclina que fue aislada de la saliva en una variedad de garrapatas
(Ribeiro et al. 1988; Aljamali et al. 2002), es capaz de disminuir la secrecion
de citoquinas proinflamatorias e incrementar la produccién de IL10
generando un efecto inmunosupresor sobre los linfocitos T (Zhou et al.
2007).

Los anticuerpos también pueden contribuir al control de parasitos, ya sea,
neutralizando antigenos, promoviendo la citotoxicidad dependiente de
anticuerpos o activando el sistema complemento. Un hecho interesante es
que esta actividad se puede continuar en el parasito hematéfago, una vez
gue éste ingirié los anticuerpos contenidos en la sangre del hospedador. A
diferencia de los sistemas digestivos de vertebrados, los parasitos
hemat6fagos permiten el pasaje de muchos de los componentes del
alimento directamente a su hemolinfa sin ser previamente degradados. Se
ha descrito que las inmunoglobulinas ingeridas por parasitos hematéfagos
alcanzan la hemolinfa y pueden mantener sus propiedades inmunoldgicas
(Fujisaki et al. 1984). Kerlin & Allingham (1992) detectaron IgG bovina en la
hemolinfa de las moscas de los cuernos en una concentracion que oscilaba
entre 2,1 y 7,3 pg/mL. La presencia de IgG también ha sido descrita en



pulgas (Ctenocephalides felis) (Vaughan et al. 1998), en mosquitos
(Anopheles stephensi; Anopheles gambiae) y en garrapatas (Chinzei &
Minoura 1987).

Estudios realizados por Valenzuela (2002) demostraron la presencia de
anticuerpos especificos contra antigenos salivales en la saliva de Ixodes
scapularis, A. americatum y A. maculatum, sugiriendo que esas proteinas
atravesaron el aparato digestivo y migraron hacia las glandulas salivales.

Se ha demostrado que esta respuesta humoral puede tener efectos
deletéreos sobre los parasitos. Bovinos inmunizados con antigenos de la
garrapata Rhipicephalus microplus inducen una respuesta al menos
parcialmente protectiva (Pipano et al. 2003). Esta respuesta se traduce en
un menor nimero de garrapatas gravidas, una menor postura de huevos y/o
una menor fertilidad de los mismos (Parizi et al. 2012). Se ha descrito que en
respuesta a la vacunacion de conejos y terneros contra una proteina salival
recombinante de la mosca de los cuernos, estos desarrollan una respuesta
gue es capaz de reducir la ingesta de sangre de las moscas y su desarrollo
ovarico (Cupp et al. 2004).

A consecuencia de sus efectos deletéreos, varias proteinas que tienen
afinidad por inmunoglobulinas han sido inidentificadas en la saliva de
Ixodidos. Por ejemplo, en la saliva de Rhipicephalus appendiculatus fueron
identificadas tres proteinas de unién a IgG denominadas IGBP. Cuando
garrapatas hembras fueron alimentadas con sangre conteniendo anticuerpos
anti IGBP, estas redujeron su peso corporal (Wang & Nuttall 1999).

4.111.3. Resefia de componentes salivales identificados en la mosca de los
cuernos

Hasta la fecha, la Unica molécula caracterizada en la saliva de H.irritans es
el Thrombostasin (TS) (Zhang et al. 2002). Esta molécula demostrd tener
actividad anticoagulante al reducir significativamente la actividad amidolitica
de la trombina. Cupp et al. (2004) desarrollaron una vacuna experimental a
partir de la produccion de TS recombinante. Cuando conejos y terneros
fueron inmunizados con dicha proteina recombinante, desarrollaron una
respuesta de anticuerpos que fue capaz de reducir la toma de alimento de
las moscas alimentadas con dicha sangre.

A partir de una genoteca de ADNc de glandula salival, nuestro grupo
identificé varios transcriptos que codifican para proteinas potencialmente
secretadas, entre las que podrian encontrarse nuevas sialogeninas y en
cuya caracterizacion estamos trabajando. Entre las proteinas identificadas,
se encuentra un polipéptido de 15,6 kDa que denominamos Hematobina,
con una similitud del 43% con una proteina de la saliva de S. calcitrans
(gi/63148848 en Genbank, Wang et al. 2009), que pertenece a la familia
HYP16, identificada en mosquitos (Valenzuela et al. 2002; Arca et al. 2007) y
vinchucas (Andersen et al. 2005). Estructuralmente, estas moléculas se
relacionan con las lipocalinas y se ha propuesto que participarian en el
secuestro de agonistas de la inflamacién, por ejemplo Oxido nitrico e
histamina (Wang et al. 2009).



5. CARACTERIZACION DEL PROBLEMA

Para innovar en estrategias de control de la mosca de los cuernos es
necesario generar informacién respecto de la interaccion parasito-
hospedador, siendo para ello necesario contar con modelos experimentales
que permitan trabajar con la mosca de los cuernos y sus hospedadores en
condiciones de laboratorio y de campo.

Las lineas salvajes de la mosca de los cuernos son muy dificiles de
mantener en condiciones de laboratorio (Okine 1991). Hasta donde tenemos
conocimiento, solo el laboratorio de USDA (Kerville, Texas, USA) ha
mantenido una linea de moscas totalmente en cautiverio (Schmidt et al.
1967). Sin embargo, esas moscas presentan diferencias genéticas en
relacion a las lineas de campo (Guerrero & Kunz 2000), por lo que no serian
de primera eleccidon para realizar estudios de la interaccidn pardsito
hospedador. Para el cumplimiento del presente proyecto nos planteamos
obtener insectos adultos en el laboratorio. La produccién de moscas sin
componentes del hospedador permite aislar moléculas de insectos sin riesgo
de contaminacién con componentes sanguineos del hospedador. Por otra
parte, disponer de insectos de edad conocida permite disefar ensayos de
viabilidad y desarrollo parasitario que no es posible en condiciones de
campo. Finalmente, cultivando moscas en el laboratorio es posible diferir la
estacionalidad de la oferta de moscas del campo y tener insectos en el
laboratorio por mas tiempo.

El estudio de la interaccion parasito hospedador en condiciones de campo
requiere del disefio de un modelo experimental, cuya complejidad esta
determinada por los efectos del medio ambiente tanto en el hospedador
como sobre el parasito, es decir, el efecto asociado a las caracteristicas
propias de cada hospedador y al comportamiento alimenticio de la mosca.
Por ejemplo, como describimos anteriormente, existe informacion
contradictoria respecto a la distribucion uni o bimodal en la oferta de moscas
a lo largo de la estacion calida en la region (Guglielmone et al. 2002b; Castro
et al. 2008;). Esto puede deberse, a diferencias en los factores abiéticos, al
uso de diferentes biotipos animales en los respectivos ensayos, a diferentes
frecuencias de observacion y/o a las metodologias de determinacion de las
cargas de moscas. Por lo tanto se debe desarrollar una metodologia de
determinacién del nimero de moscas precisa, con una frecuencia adecuada
de observaciones, utilizando animales con caracteristicas fenotipicas
definidas.

Algunos autores han comprobado que factores fenotipicos en rodeos de
bovinos como por ejemplo el color del pelo, afectan la carga parasitaria de
los animales (Franks 1963), sin embargo, otros no pudieron reproducir esa
informacion (Guglielmone et al. 2002b). Para el desarrollo de modelos de
evaluacion in vivo, los factores fenotipicos como color, peso, sexo deben ser
evaluados simultdneamente y considerar su influencia en el analisis de
resultados experimentales. Uno de los objetivos del presente proyecto es
entender las bases de este fendmeno de preferencia de las moscas por



determinados fenotipos bovinos, tomando la carga de las moscas y la
capacidad de ingesta de las mismas como variables de respuesta. Se
incluyeron aspectos inherentes a la barrera fisica que pueden limitar el
acceso al alimento para la moscas en los ensayos experimentales. Esta
informacion nos permitira disefiar modelos experimentales mas controlados,
que permitan a futuro evaluar la potencia de métodos alternativos de control.
Por otro lado, en la actualidad, la principal herramienta utilizada para
controlar la mosca de los cuernos son los insecticidas, pero la generacion de
resistencia a estos productos ha sido reportada en varios paises (Oyarzun et
al. 2008). Este problema ha llevado a investigar sobre métodos de control
alternativos amigables con el medio ambiente como las vacunas anti-
parasitos hematofagos. Un producto de estas caracteristicas seria facil de
administrar, especifico de especie y amigable con el medio ambiente (Kay &
Kemp 1994). La utilizacion de moléculas presentes en la saliva de
Haematobia como candidatos a inmundgenos ha sido descrita. La
inmunizacion de conejos y terneros con Thombostasin ha demostrado
afectar el consumo de sangre de las moscas en ensayos de laboratorio
(Cupp et al. 2010). Poco se sabe sobre el rol de la respuesta adaptativa del
hospedador contra los componentes de la saliva. Si bien se ha descrito que
el bovino es capaz de generar una respuesta inmune (Kerlin & Allingham
1992; Baron & Lysyk 1995), no se ha podido definir esa respuesta en
términos de su perfil inmunoldgico y su importancia con las variaciones
estacionales de la carga parasitaria. Recientemente, a partir de la
construccion de una genoteca de glandula salival, nuestro grupo de trabajo
ha secuenciado moléculas, que son secretadas por dicha glandula (datos
aun no publicados). La identificacion de nuevos antigenos en la saliva de la
mosca de los cuernos, permite aportar informacion respecto al perfil de la
respuesta inmune del huésped y su relacion con la fluctuacién de las cargas
parasitarias reportadas en la comunidad cientifica internacional (Guglielmone
et al. 2002b; Lima et al. 2002).

En suma, el disefio del proyecto apunté a incrementar las bases de
conocimiento sobre un parasito que afecta la produccidén agropecuaria de
nuestra region. A partir del conocimiento ya existente se planted, en primera
instancia el montaje de una plataforma de produccién de distintos estadios
parasitarios y en segunda instancia la creacion de modelos experimentales a
campo para la evaluacion la interaccion parasito-hospedador. Esta
construccion experimental, permitir4 incorporar nuevos conocimientos sobre
la biologia del parasito y su interaccion con el hospedador.



6. HIPOTESIS

El acceso al alimento para la mosca de los cuernos es un factor que
condiciona la eleccién de su hospedador y el desarrollo de sus poblaciones
en el rodeo. Para sostener dicha hipétesis nos planteamos que las cargas
parasitarias diferenciales asociadas a caracteres fenotipicos inherentes al
hospedador (color, sexo y peso) estan vinculadas a la barrera fisica para la
obtencion del alimento por parte de las moscas (grosor de epidermis) y a la
cantidad de sangre presente en el aparato digestivo de las mismas.

Por otro lado, hipotetizamos que el bovino desarrolla una respuesta inmune
adaptativa contra componentes de la saliva de la mosca de los cuernos que
es capaz, al menos en parte, de regular negativamente la toma de alimento y
la carga parasitaria.

7. OBJETIVOS
Objetivo General

Contribuir a la comprensién de la interaccion de la mosca de los cuernos con
el hospedador.

Objetivos Especificos

1. Desarrollar un método eficiente de cultivos in vitro de larvas y adultos de
Haematobia irritans.

2. Determinar la relacién entre la carga parasitaria y capacidad de ingesta
de las moscas que parasitan bovinos con diferentes caracteres
fenotipicos (color de pelaje, sexo y peso Vvivo).

3. Preparar un antisuero contra una forma recombinante de una proteina
(Hematobina, HTAr) deducida de uno de los ADNc identificados en el
transcriptoma de la glandula salival de la mosca de los cuernos. Disefiar
un enzimoinmunoensayo (ELISA) para evaluar la presencia de
anticuerpos contra HTAr en el suero de bovinos.

4. Estudiar la evolucion de la carga parasitaria, el consumo de hemoglobina
de las moscas y el perfil de la respuesta de anticuerpos anti HTAr en
bovinos naturalmente parasitados durante la estacion estival.



8. MATERIALES Y METODOS
Descripcion del area de estudio

Los ensayos con animales fueron realizados en el Campo Experimental del
Instituto de Higiene, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica,
Canelones, Uruguay (34°38°S, 55° 55°'W). Todos los protocolos que
utilizaron animales vertebrados fueron previamente aprobados por Comision
de ética en el uso de animales de experimentacion (exp. 071140-000611-
10). Los trabajos de campo del presente trabajo se realizaron entre
noviembre 2010 y julio de 2011.

8.1. Objetivo especifico 1: Desarrollar un método eficiente de cultivos in vitro
de larvas y adultos de Haematobia irritans

El cultivo de larvas y adultos se realiz6 a partir de la adaptacion de los
procedimientos descritos previamente en la literatura (Schmidt 1967; Okine
1991). Se capturaron insectos adultos a partir de bovinos naturalmente
parasitados utilizando redes entomoldgicas (Figura 4A;). Luego fueron
colocados en jaulas de transporte (cajas de 20 cm de lado cubiertas de malla
plastica), donde se mantuvieron hidratados a través de una toalla de algodén
embebida en solucién de glucosa al 10%. En el laboratorio, el lote de
moscas fue anestesiado en una campana con una atmosfera de CO, por 15
min para luego ser distribuidas en jaulas para la induccion de la ovoposicion.
Las jaulas fueron colocadas por 48 horas sobre un medio de cultivo de
moscas (Figura 4A3). El medio de cultivo sembrado con huevos de moscas,
fue mantenido en una sala aislada de insectos, acondicionada térmicamente
a 25x 2°C por una semana. Al dia 7, las pupas fueron retiradas del medio.
Para ello, se agregd agua al medio de cultivo (cuyo aspecto al dia 7 fue de
una masa semiseca) y con la ayuda de las manos se disgreg6 el material,
permitiendo la liberacion de las pupas atrapadas en el medio. Las pupas
liberadas tienen la capacidad de flotar en el agua, por lo que fue posible
identificarlas y cosecharlas con una espatula. Posteriormente, las pupas
cosechadas fueron lavadas con agua destilada y secadas con papel
absorbente (Figura 4C;,3). Las pupas obtenidas, fueron colocadas para su
eclosion en jaulas, sobre un algodon levemente humedecido con agua
destilada. Entre las 60 - 72 horas fueron obtenidas las moscas adultas.

Los medios de cultivo de moscas testeados fueron dos: a) heces bovinas
frescas, obtenidas inmediatamente luego de su deposicion y b) una mezcla
de heces frescas (obtenidas de igual manera), cascara de arroz, alfalfa seca
molida y agua destilada (proporciones 1000g, 100g, 100g y 200 mL
respectivamente). Ambos medios se colocaron en bandejas de plastico de
40 cm de largo por 20 cm de ancho y 20 cm de altura.



Captura y siembra

Cultivo de larvas

Cosecha de pupas

Figura 4. Procedimiento de obtencién de diferentes estadios parasitarios de
la mosca de los cuernos. Bloque A. Captura de insectos adultos y siembra
de huevos. Al Captura de moscas de bovinos parasitados, A2 Preparacion
de medio de cultivo de larvas, A3 Colocacién de jaulas con insectos para la
siembra de huevos. Bloque B. Cultivo de larvas y produccion de pupas, Bl
inspeccion de la presencia de larvas a las 96 hs, B2 y B3 Larvas de 96 hs de
cultivo. Bloque C. Cosecha de pupas, C1 Disgregacion del medio y cosecha
de pupas por flotacion, C2 y C3 Lavado y secado de pupas para su
almacenamiento o eclosion.

Por otra parte se teste6 la sobrevida de las pupas a 4°C, como una forma
alternativa de almacenamiento de insectos. Para ello 300 pupas fueron
almacenadas el dia 0 a 4°C. A los dias 0, 7 12, 21, 26 y 40 post
almacenamiento, se tomaron 50 pupas al azar y se incubaron en estufa a
25°C por 72 hs. Al término de la incubacion se contabilizé6 el niumero de
moscas adultas obtenidas y se determiné el porcentaje de eclosion del lote
de pupas a distintos tiempos de incubacion a 4°C.



8.1l. Objetivo especifico 2: Determinar la relacion entre la carga parasitaria y
capacidad de ingesta de las moscas que parasitan bovinos con diferentes
caracteres fenotipos (color de pelaje, sexo y peso vivo).

Para cumplir con este objetivo, se realiz0 un trabajo experimental que
denominaremos disefio experimental 1.

Disefio experimental 1

Se seleccionaron 30 bovinos de biotipo carnicero, cruzas de las razas
Hereford, Aberdeen Angus y Limousin. El grupo de los animales tenia entre
24 y 36 meses de edad y el peso de los mismos estuvo entre 243 y 428 kg.
Los animales fueron clasificados segun su sexo y color de manto en machos
de color oscuro (n= 8); machos de color claro (n=10); hembras de color
oscuro (n=4) y hembras de color claro (n=8). El conteo de moscas en el
grupo de bovinos se realizdé en base a una modificacion de lo descrito por
Lima et al. (2002). Se hicieron 4 observaciones, separadas de una semana
entre noviembre y diciembre de 2010. El registro se realiz6é entre las 7.00 y
10.30 horas, a través de la toma de tres fotos digitales consecutivas de la
region dorso lateral de los bovinos desde la cabeza a la base de la cola. El
andlisis de las imagenes para obtener el nimero final de moscas se realiz6
utilizando el software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
U.S.A).

Determinacion del contenido de hemoglobina de las moscas

Inmediatamente después de tomadas las fotos para el registro de carga
parasitaria, una porcion de moscas presentes en el animal fueron capturadas
usando redes entomoldgicas, e inmediatamente colocadas a 4°C, hasta su
llegada al laboratorio. A partir del lote de moscas obtenidas de cada bovino
se tomaron 45 moscas al azar para la determinacién del contenido de
hemoglobina modificando la metodologia descrita por Cupp et al. (2004). El
grupo de 45 moscas, fue dividido en grupos de 10, 15 y 20 moscas
colocandolas en tubos de vidrio de 10 mL. Las moscas fueron
homogeneizadas vigorosamente utilizando una varilla de vidrio. Luego se
agreg6 a cada tubo 2 mL de reactivo de trabajo del kit de hemoglobina
(Biosystem S.A, Barcelona, Espafia), se agitd y se incubé durante 3 minutos
a temperatura ambiente. La suspension fue luego centrifugada a 2500 g por
5 minutos. Finalmente la absorbancia del sobrenadante fue medida a 540
nm (Multiscan Thermo, China). La correlacion de la concentracién de
hemoglobina y absorbancia fue realizada utilizando una solucion estandar de
hemoglobina (Wienner, Santa Fe, Rosario, Argentina). Como blanco se
utilizaron moscas cultivadas in vitro alimentadas con una solucién de glucosa
al 10%. Con esta metodologia pudimos obtener de cada lote de 45 moscas
tres valores de hemoglobina que luego fueron corregidos por el nimero de
moscas por grupo. Las determinaciones con un coeficiente de variacion
superior al 15% fueron repetidas.

Determinaciéon del espesor de epitelio de bovinos




Se obtuvo una biopsia de piel de un subgrupo de 12 bovinos (6 machos y 6
hembras; 5 de manto negro y 7 de manto claro) pertenecientes al grupo
anteriormente descrito. Todas las muestras fueron tomadas del lado
izquierdo de la regiobn dorsal del térax (area donde normalmente se
concentran la mayor cantidad de moscas). Para efectuar la cirugia, la region
seleccionada de 10 cm? fue previamente afeitada, para luego realizar una
anestesia regional con lidocaina al 2%. Luego se realiz6 la extraccion de una
muestra rectangular de 2 cm por 1 cm, por 0,5 cm de profundidad. Estas
muestras fueron inmediatamente fijadas en formol al 4%, para su posterior
procesamiento histolégico. Las biopsias fueron incluidas en parafina y se
realizaron cortes histolégicos de 7 um de espesor. Para el analisis
histoldgico las secciones fueron tefiidas con hematoxilina y eosina. De cada
corte obtenido, se tomaron 20 fotos a 40 aumentos, y en cada foto se
realizaron 5 determinaciones. El grosor de epitelio fue estimado utilizando el
software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, U.S.A.).

Analisis estadistico

La carga de moscas y la concentracion de hemoglobina fueron analizadas
utilizando un modelo estadistico que incluyé los efectos del sexo (machos y
hembras); el color del manto (claros y oscuros), las observaciones y sus
interacciones como efectos fijos (Mixed procedure, SAS Institute Inc., Cary,
NC, USA). El peso fue incluido como covariable. El grosor del epitelio fue
analizado por un procedimiento similar utilizando el sexo y color de manto y
sus interacciones como efectos fijjos y peso como covariable. Las medias
fueron consideradas diferentes cuando P<0,05, y P<0,1 fue considerada una
tendencia.

8.1ll. Objetivo especifico 3: Preparar un antisuero contra una forma
recombinante de una proteina (Hematobina, HTAr) deducida de uno de los
ADNCc identificados en el transcriptoma de la glandula salival de la mosca de
los cuernos. Diseflar un enzimoinmunoensayo (ELISA) para evaluar la
presencia de anticuerpos contra HTAr en el suero de bovinos.

Expresion vy purificacion de Hematobina recombinante

La secuencia codificante para la Hematobina madura (sin el péptido sefial)
se cloné en un vector de expresion de la serie pQE (pQE-30, QUIAGEN)
utilizando protocolos convencionales. En este sistema, la recombinante se
obtiene fusionada a una extension N-terminal de poli-histidina que facilita su
purificacion. Se cultivaron células E.coli M15 transformadas con los
plasmidos recombinantes en caldo LB (Amresco, USA) con 50ug/ml de
ampicilina. Los cultivos fueron inducidos con 0.1mM de isopropil-D-
tiogalactopiranosido (IPTG, Sigma) por 2 horas a 37°C. La purificacion se
realizd utilizando una matriz de Niquel-NTA-agarosa (Ni-NTA, QIAGEN)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las proteinas fueron dializadas
contra buffer fosfato salino (PBS), y su concentracion final determinada por
absorbancia a 280 nm. Para visualizar la eficiencia de la purificacion se
realizd un SDS—-Page 15%.



Evaluacion de la similitud antigénica entre Hematobina nativa vy
recombinante

Se evalud la similitud antigénica entre las Hematobinas recombinante (HTAr)
y nativa, es decir, presente en un extracto soluble de glandula salival. Para
ello, se produjeron 2 antisueros en conejo: anti HTAr y anti glandula salival
que luego fueron enfrentados a los mismos antigenos, (HTAr y extracto
soluble de glandula salival) por inmunoblott.

A) Produccion de antisueros

Para la produccion de suero anti HTAr se inocul6 (dia 0) un conejo de 12
semanas de edad con 100 ug de la preparacion de HTAr eluida de la matriz
de Ni-NTA diluida en 500 uyl de PBS (10 mM, pH 7.4, 0.15 M NacCl) y
emulsionada 1:1 con adyuvante completo de Freund (Sigma) por via
intradérmica. Se realizaron otras dos inoculaciones de 100 ug de proteina en
PBS y emulsionada 1:1 con adyuvante incompleto de Freund, por via
intramuscular, separadas 20 dias. Al conejo se le extrajo 20 ml sangre de la
vena central de la oreja el dia 0 y 15 dias posteriores a la ultima inoculacién.
La misma se centrifugé a 2500 g por 5 minutos, y el suero se guardo a -20°C
hasta su utilizacion.

Para la produccion de suero anti glandula salival, se disecaron moscas bajo
lupa estereoscoépica y se obtuvieron 50 pares de glandulas salivales. Las
glandulas fueron colocadas en una solucibn de PBS, se lisaron por
ultrasonido y se centrifugaron 5000g por 10 minutos. Al sobrenadante
obtenido se le determind la concentracion total de proteinas por el método
de Bradford (BioRad). La inmunizacion del conejo con el extracto, se realizd
con 200 pg de proteina por inoculacion, utilizando el mismo procedimiento
descrito anteriormente.

B) Inmunoblott con los sueros anti HTAr y anti glandula salival.

Se separaron HTAr y un extracto de glandula salival por SDS-PAGE vy los
geles se transfirieron a membranas de PVDF (BioRad, Hercules, CA)
siguiendo procedimientos estdndar. Las membranas fueron bloqueadas en
PBS-Soja al 1% por 1 hr a 37°C. Luego fueron incubadas 1hr a 37°C con
suero anti HTAr o anti glandula salival diluido 1/1000 en PBS.ST 0,05%,
utilizando los sueros de conejo preinmunes como controles de los
respectivos antisueros. Luego de lavados con PBS-Tween 0,05%; los
anticuerpos unidos fueron detectados utilizando una dilucién 1/10000 de anti
IgG de conejo hecho en cabra conjugado a peroxidasa (Sigma) y el sustrato
DAB (3,3’ -Diaminobenzidine) (Sigma).

Desarrollo de un test de ELISA para la determinacién en bovinos de
anticuerpos anti HTAr.

El desarrollo de un ensayo de ELISA para la determinacion de la respuesta
de anticuerpos especificos en bovinos contra dichas proteinas, implico
determinar entre otras cosas la concentracion 6ptima de sensibilizacion con



HTAr, preparar controles positivos y negativos y determinar el rango de
diluciones de los sueros adecuadas. Se tomé como punto de partida, el
purificado de proteina recombinante y el suero hiperinmune anti HTAr hecho
en conejo.

a) Concentracion Optima de sensibilizacion del ELISA. Las placas
Greiner bio-one (Germany) fueron sensibilizadas con 100uL/pozo de
soluciones de proteina recombinante conteniendo 1, 2,5y 5 pg/mL en
PBS. Luego del bloqueo con solucion de PBS-Soja al 5% (PBS-S),
fueron incubadas con diferentes concentraciones (500, 250 y 125
Unidades) de suero anti HTAr (titulo arbitrario). Cada muestra se
procesé por duplicado. El revelado se realiz6 con un anti IgG de
conejo conjugado a peroxidasa (Sigma) y TMB (Sigma).

b) Seleccién de controles positivos y negativos. Para la seleccion del
control positivo y del control negativo del test de ELISA, se realiz6 un
screening primario por ELISA de los sueros de bovinos naturalmente
expuestos a las moscas y de sueros de terneros nacidos en invierno
gue no fueron previamente expuestos a dichos insectos.

c) Determinacion del rango de linealidad del control positivo y de las
diluciones de trabajo de los sueros problemas. En las placas de
ELISA previamente sensibilizadas con 1ug/mL de proteina, los
controles fueron agregados en diluciones al medio entre 1/500 a
1/64000 (entre 500 y 8 Unidades antiHTAr/pozo) y la union antigeno
anticuerpo fue revelada utilizando anti IgG de bovino conjugada a
peroxidasa y TMB (Sigma).

8.1V. Objetivo especifico 4: Estudiar la evolucion de la carga parasitaria, el
consumo de hemoglobina de las moscas y el perfil de la respuesta de
anticuerpos anti HTAr en bovinos naturalmente parasitados durante la
estacion estival.

Para el desarrollo del presente objetivo especifico se desarrollé6 un trabajo
experimental que denominamos disefio experimental 2.

Diseno experimental 2

A partir de 15 bovinos cruzas de Hereford, Aberdeen Angus y Limousin, (9
machos y 6 hembras; 6 negros y 9 de pelo claro) pertenecientes al rodeo
del Campo Experimental de Facultad de Medicina, Uruguay; se analizo la
carga parasitaria, la concentracién de hemoglobina por mosca y el titulo de
anticuerpos anti HTAr, en el periodo comprendido entre el 15 de diciembre
de 2010 y julio de 2011. Los procedimientos se realizaron siguiendo los
protocolos realizados en el experimento 1. EI comportamiento de estas
variables se analiz6 en funcion del sexo, color y peso del animal.

Entre el 15/12/2010 y el 16/3/2011, una vez por semana entre las 7.30 y
10.00 am, se registré la carga parasitaria de todos los bovinos y se
capturaron moscas de cada animal. Por otra parte, tanto al inicio del ensayo
(semana 0), como en las semanas 3, 6, 8, los bovinos fueron sangrados de



la vena coccigea para determinacion del titulo de anticuerpos. A fines del
mes de mayo Y julio de 2011 se realiz6 una toma adicional de sangre para la
determinacion de anticuerpos en ausencia de moscas.

Evaluacion de titulos de anticuerpos contra HTAr de bovinos naturalmente
parasitados

La determinacion de los anticuerpos especificos en bovinos contra HTAr, se
realiz6 de acuerdo a lo descrito anteriormente. Las placas de ELISA fueron
sensibilizadas con 1pg/mL de HTAr en PBS (0,01M, pH 7,4 a 4°C toda la
noche. Luego de retirar la HTAr no adherida a la placa, se agreg6é una
solucion de PBS-S como bloqueante y se incub6 a 37°C por 45 minutos. Los
sueros bovinos y los controles (positivos y negativos) fueron diluidos en
PBS-S conteniendo 0,05% Tween 20 (PBS-ST). Luego fueron incubados por
45 minutos a 37°C y la placa lavada 3 veces con PBS conteniendo 0,05% de
Tween 20 (PBS-T). Las inmunoglobulinas bovinas unidas a HTAr fueron
detectadas utilizando anti IgG bovina conjugada a peroxidasa (Sigma, St
Louis, MO) a una dilucion 1/10000 en PBS-ST, la cual se incubd por 45
minutos a 37°C. Luego de tres nuevos lavados con PBS-T, se agrego el
sustrato TMB (100uL/pozo; Sigma St Louis, MO) y H,0,. La reaccion
colorimétrica se detuvo con una solucion 50uL/pozo de H,SO,4 (0,5M). La
densidad Optica en estas condiciones fue medida a 450 nm en un lector de
ELISA (Multiskan EX, Thermo, China).

Andlisis estadistico

La carga de moscas, la concentracion de hemoglobina y los titulos anti HTAr
fueron analizados utilizando un modelo estadistico que incluyé los efectos
del sexo (machos y hembras); el color del manto (claros y oscuros), las
observaciones y sus interacciones como efectos fijos (Mixed procedure, SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA). El peso y los titulos de anticuerpos anti HTAr
al inicio del ensayo fueron incluidos como covariables. Para la evolucion de
los titulos anti HTAr se analiz6 también sin ajustar por los titulos al inicio del
ensayo. Las medias fueron consideradas diferentes cuando P<0,05, y P<0,1
fue considerada una tendencia.

9. RESULTADOS

9.1. Objetivo especifico 1: Desarrollar un método eficiente de cultivos in vitro
de larvas y adultos de Haematobia irritans

Se desarrolld en el presente trabajo una metodologia que permite obtener a
partir de moscas de los cuernos capturadas en el campo, los distintos
estadios larvarios del parasito e insectos adultos (Figura 4). A su vez, los
insectos adultos obtenidos pueden ser mantenidos en el laboratorio al



menos por 7 dias si son alimentados con una solucion de glucosa al 10% o
con sangre bovina anti coagulada con citrato de sodio.

La eficiencia del cultivo de los huevos, sobre heces bovinas frescas
colocadas en bandejas plasticas, se incrementd en mas de 10 veces cuando
colocamos la misma cantidad de huevos de moscas en el medio de cultivo
disefiado en el laboratorio (30£20 pupas/kg de heces bovinas vs 450+150
pupas/kg de medio).

Cuando estudiamos si era posible conservar las pupas de moscas viables a
4°C, los resultados sefalaron que al dia 0, el 95% de las pupas eclosionaron
en insectos adultos, sin embargo la viabilidad de las pupas fue decayendo
conforme pasaron los dias de almacenamiento, no obteniendo moscas
viables, cuando las moscas fueron mantenidas por 40 dias en dichas
condiciones (Figura 5).
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Figura 5. Determinacion de la viabilidad de pupas a diferentes tiempos de
almacenamiento a 4°C.
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9.1l. Objetivo especifico 2: Experimento 1. Determinar la relacién entre la
carga parasitaria y capacidad de ingesta de las moscas que parasitan
bovinos con diferentes caracteres fenotipos (color de pelaje, sexo y peso
Vivo).

Evaluacion de la carga parasitaria

La distribucion de las moscas en el rodeo no fue homogénea, 43.4 % de las
observaciones presentaron cargas por debajo de las 200 moscas por animal,



40.1% presentaron cargas entre 200 y 600 moscas y el 16.5 % mayores a
600 moscas (Tabla 1).

Numero de N° de observaciones Porcentaje
moscas/animal

0—-99 29 24.2
100 — 199 23 19.2
200 — 299 21 17.5
300 — 399 8 6.7
400 — 499 11 9.2
500 — 599 8 6.7
600 — 699 3 2.5
700 — 799 7 5.8
800 — 899 3 2.5

>900 7 5.7

Tabla 1. Distribucion de moscas en el rodeo. Niumero de moscas/animal
presentes en las observaciones realizadas durante el estudio y descripcion
del porcentaje observaciones con las diferentes cargas parasitarias.

Se encontr6 un efecto significativo del color de manto, (P<0.0001) y semana
de observacion en el numero de moscas (P<0.0001), pero el sexo no tuvo
efecto. La covariable peso afecté el nimero de moscas (P<0.0001).

El fenotipo oscuro presentd mayor nimero de moscas (432+34 moscas por
animal) que los claros (255+27 moscas por animal) (P<0.0001; Figura 6A).
Los numeros de moscas en machos (368+27) fueron similares que en las
hembras (319+34), P=0.26 (Figura 6B).

El estimador para peso vivo fue de 2.98 (+0.59) moscas por cada kg de peso
vivo, es decir, el menor PV del rodeo fue de 273 kg, y un aumento de 100 kg
(373 kg) implicé una carga extra de 298 moscas. La correlacién entre peso
vivo y carga fue de r=0.382, n=119, P<0.0001 (Figura 7A).
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Figura 6. Numero de moscas por animal (A, B), hemoglobina / mosca (C, D)
y espesor de la epidermis (E, F) de acuerdo a color de manto (A, C, E) y
sexo (B, D, F). Letras diferentes dentro del mismo grafico indican diferencias
significativas P<0.05.

Determinacién de la concentracion de hemoglobina en la mosca de los
cuernos

El contenido de hemoglobina en la mosca varié entre 0.18 pug/ml y 0.23
pug/ml. La ingesta de sangre por el parasito fue afectada por el fenotipo
bovino, ya que parasitos de bovinos oscuros presentaron mayor
concentracion de hemoglobina que los que parasitaron bovinos claros
(P<0,0001, Figura 6C), pero no hubo diferencias acorde al sexo (Figura 6D).



El peso vivo de los animales afectd la cantidad de hemoglobina (P=0.017);
cada kilogramo de peso vivo implicé una disminucién en el contenido de
hemoglobina de 0.00143 ug/ml (x0.000586) (Figura 7B).
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Figura 7. Evolucion de las variables (A) carga de moscas/animal; (B)
concentracion de hemoglobina/mosca y (C) espesor de epitelio en funcion
del peso vivo.

Determinacién del espesor de epidermis de los bovinos




La relacién entre el tamafio de las probdscides y el epitelio bovino se
muestra en la Figura 8. El color del manto afectd el grosor de la epidermis
(P<0.0001), mientras que no se encontrd un efecto del sexo. Los animales
oscuros presentaron un epitelio mas fino que los animales claros (Figura 6E,
Figura 8C, D, E, F). La covariable de peso vivo fue significativa; el grosor de
epitelio fue 0.04558 um (+0.0056) méas grueso por kg de peso vivo (Figura
7C).

Figura 8. Comparacion del tamafio del aparato bucal de H.irritans y el
espesor de la epidermis del bovino. (A,B). Epidermis de macho de color



oscuro (C), macho de color claro (D), hembra de color oscuro (E) y hembra
de color claro (F). Flecha indica el aparato bucal de H. irritans; RBC;
glébulos rojos; Ep, epidermis. Barras equivalen a 50 um.

9.lll. Objetivo especifico 3: Preparar un antisuero contra una forma
recombinante de una proteina (Hematobina, HTAr) deducida de uno de los
ADNCc identificados en el transcriptoma de la glandula salival de la mosca de
los cuernos. Disefiar un enzimoinmunoensayo (ELISA) para evaluar la
presencia de anticuerpos contra HTAr en el suero de bovinos.

Expresion vy purificacion de Hematobina recombinante

Fue posible clonar y transformar células bacterianas para la produccion de
proteinas recombinantes con la secuencia codificante de la Hematobina
madura (sin péptido sefial). Como se puede observar en la Figura 9, se logro
un alto nivel de expresion de la recombinante cuando al cultivo de bacterias
transformadas se le agreg6 IPTG (carriles 3, 4 y 5). A su vez luego de la
purificacion por afinidad en la columna de Niguel agarosa, se obtuvo una
preparacién compuesta mayoritariamente por una proteina que migra como
una banda de aproximadamente 15 kDa, es decir que posee un tamafio
similar al predicho para la HTAr (15,6 kDa).

1.2 3 45 6 78 9 10

Figura 9. Andlisis por SDS-PAGE de la expresion y purificacion de
Hematobina recombinante. Las muestras se corrieron reducidas en un gel de
poliacrilamida 12% que se tifidé con azul de Coomassie. Carril 1, marcador de
peso molecular (#SM0671, Fermentas); carril 2, extracto bacteriano total
previo a la induccion; carril 3, extracto bacteriano total luego de la induccion;
carril 4, fraccion insoluble del lisado bacteriano; carril 5, fraccion no retenida
en la matriz de afinidad; carril 6, lavado; carriles 7 al 10, fracciones recogidas
al eluir con un tampon de pH 4,5.



Evaluacion de la similitud antigénica entre Hematobina nativa vy
recombinante

Como podia esperarse, el suero anti HTAr reconocié componentes de la
preparacién de HTAr con la cual fue inmunizado el conejo (Figura 10). Se
observo la presencia de dos bandas predominantes de 15y 30 KDa. El peso
molecular predicho para HTA fue de 15 KDa, por lo cual la presencia de la
banda de 30 kDa podria deberse a que se hubieran formado agregados de
la proteina que no se haya separado durante la preparacion de la muestra.
(Figura 10 carril 2). Las bandas de menor intensidad, corresponden a
componentes de E. coli presentes en la preparacion. Cabe mencionar que el
suero anti glandula salival también reconocio las bandas de 15 y 30 KDa
presentes en la preparacion de HTAr (Figura 10 carril 4), esto indica que la
proteina nativa y la recombinante son antigénicamente similares.
Finalmente, el suero anti HTAr reconoci®é una Unica banda de peso
molecular similar al esperado para HTA en el extracto soluble de glandula
salival que corresponderia a la proteina nativa presente en dicho extracto.
(Figura 10 carril 6).
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Figura 10. Analisis de Hematobina nativa y recombinante por Western blot.
Muestras de HTAr (carriles 1 a 4) y extracto glandula salival (carriles 5y 6)
se corrieron en SDS-PAGE; el gel se transfiri6 a una membrana de PVDF,
que se enfrentd con: carril 1 suero preinmune; carril 2 suero anti HTAr; carril
3 suero preinmune; carril 4 suero anti glandula salival; carril 5 suero
preinmune, carril 6 suero anti HTAr.



Desarrollo de un test de ELISA para la determinacién en bovinos de
anticuerpos anti HTAr.

En el proceso de puesta a punto de un test de ELISA, en primer término se
concluyo que la concentracion Optima de sensibilizacion de las placas fue
1pg/ml. Como se puede observar en la Figura 11, la concentracion menor de
sensibilizacion de la placa ensayada, fue la que permitié desarrollar mayor
sefal colorimétrica en el ensayo.
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Figura 11. Determinacion de la concentracion optima de sensibilizacion de
ELISA anti HTAr. Absorbancias obtenidas en placas sensibilizadas con 1,
2,5y 5 pg/mL de HTAr.



Se analizaron los sueros bovinos para determinar los controles positivos y
negativos a ser utilizados en el test. En funcién de los resultados obtenidos
se eligié un suero altamente reactivo como control positivo y como control
negativo uno de los sueros de los bovinos no expuestos previamente a las
moscas. Posteriormente se procedié a determinar el rango de dilucidon de
los sueros a ser utilizado en el test. En funcion de los resultados, para
obtener la mayor cantidad datos dentro del rango de linealidad del estandar,
los sueros problemas se diluyeron a partir de 1/1000 (Figura 12).
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Figura 12. Representacion de dos curvas estandar (control positivo)
obtenidas de dos ELISA corridos en forma independiente.

9.1V Experimento 2. Evolucion de la carga parasitaria, consumo de
hemoglobina de las moscas y perfil de la respuesta de anticuerpos anti HTAr
en bovinos naturalmente parasitados durante la estacion estival.



Evolucién de la carga parasitaria vy el consumo de hemoglobina de las
moscas

Los animales oscuros portaron mas moscas que los claros (254+18 y 144+13
respectivamente, P<0,001). Los animales mas pesados tuvieron mayores
cargas parasitarias (P<0,001) y los machos portaron mas moscas que las
hembras (254+12 y 201+16 respectivamente; P<0,01).

En el periodo de diciembre a marzo, la media de las temperaturas maximas
diarias fue de 26,9 °C = 3,3°C y no se identificaron variaciones en la
temperatura ambiente por periodos prolongados (Figura 13A). Sin embargo,
las cargas parasitarias fluctuaron durante el ensayo (P<0,0001); tres picos
cortos de cargas superiores a 250 moscas/animal (de 1-2 semanas de
duracion) fueron detectados, que fueron seguidos por periodos de bajas
cargas parasitarias (Figura 13). La mayor carga parasitaria fue registrada a
mediados de diciembre (469+ 37 moscas/animal), seguido por picos a
principios de febrero (271+34 moscas/animal) y mitad de marzo (323+34
moscas/animal) (Figura 13B).

El contenido de hemoglobina no fue afectado por los fenotipos bovinos
estudiados (color de manto, sexo y peso corporal), pero vario a lo largo de las
observaciones (P< 0,01). La sangre ingerida se redujo en las semanas 5y 6
(P<0,03, Figura 13B). ElI contenido de hemoglobina se incremento
nuevamente en la semana 7 y permanecié alto hasta la semana 9 y
disminuy6é en la semana 10. Finalmente, se encontraron altos niveles de
hemoglobina en la semana 12, los que decayeron a la semana 14.

Determinacién de anticuerpos anti HTAr en bovinos naturalmente parasitados

Al inicio del ensayo todos los bovinos presentaron altos titulos de IgG
especifica contra HTAr. Esta respuesta no se modificé significativamente
entre las primeras 12 semanas de ensayo (Figura 13C). A fines del mes de
mayo, con la ausencia de moscas en el rodeo, la respuesta anti HTAr se
redujo significativamente (6644 UA/mL), siendo en el mes de julio
indetectable para la mayoria de los bovinos.

Los machos presentaron mayores titulos de anticuerpos anti HTAr que las
hembras (134011+12627 y 60018+16574 unidades respectivamente;
P<0,0008). No se observaron diferencias en los titulos de anticuerpos segun
el peso y color de pelo. Los titulos de anticuerpos anti HTAr encontrados al
inicio del ensayo tendieron a afectar negativamente la carga de la mosca
(P=0,063); por cada 10000 UA de anti HTAr la carga de las moscas
disminuyé en 2,9 moscas. EI consumo de hemoglobina tendi6 a estar
afectado por los anticuerpos anti HTAr al inicio del ensayo (P=0,066), cada
10000 UA de incremento de titulos de anticuerpos implicé una disminucién en
el contenido de hemoglobina 0,0014ug/mL.
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Figura 13. Distribucion de la carga parasitaria, ingesta de sangre en bovinos
naturalmente parasitados y titulos de anticuerpos anti HTAr en el verano. A.
Linea continua. Carga parasitaria. Linea punteada. Temperatura ambiente
maxima registrada (Estacion Carrasco, Meteorologia- Uruguay).B Linea
continua. Carga parasitaria. Linea punteada. Concentracién de hemoglobina
por mosca. C. Linea continua. Carga parasitaria. Linea punteada. Titulos de
anticuerpos anti HTAr.



10. DISCUSION

Se ha descrito que las moscas, basadas en una variedad de estimulos
visuales, gustativos, olfatorios o fisicos, aun no claramente determinados,
son especialmente atraidas por determinado tipo de bovinos. La mayor parte
de los trabajos reportados coinciden en que los bovinos machos (Post et al.
1987; Rodriguez-Gallegos & Acosta-Rodriguez 2011) y aquellos con manto
de color oscuro (Franks 1963; Rodriguez-Gallegos & Acosta-Rodriguez
2011) portan mas moscas. Esta preferencia de las moscas por determinados
individuos, provoca una distribucion heterogénea en el rodeo. A nivel
nacional (Castro et al 2003) y a nivel regional (de Souza et al. (2005),
registraron que aproximadamente el 30% de los animales albergaron entre el
50 - 70% de la poblacién de moscas de un rodeo. Otros autores describieron
que estas diferencias relativas entre animales con altas y bajas cargas se
mantienen aun cuando cambia la oferta de moscas en el rodeo (Pruett et al.
2003). En el ensayo 1, obtuvimos datos similares; el 30% de las
observaciones tuvieron cargas superiores a 400 moscas por animal y las
diferencias entre animales altamente parasitados y con bajas cargas se
mantuvieron durante las observaciones. Esta suma de datos confirman la
existencia de factores de susceptibilidad y/o resistencia individual a la carga
de moscas, pero hasta la fecha no existe informacion que postule las bases
fisiolégicas de esta preferencia o0 resistencia de las moscas por
determinados fenotipos.

El planteo de nuestra primera hipotesis de trabajo fue que el acceso al
alimento es para la mosca de los cuernos un factor que condiciona la
eleccion del hospedador. Por esta razén, en la primera etapa de esta tesis
analizamos simultdneamente el efecto de tres caracteristicas fenotipicas en
la distribuciébn de moscas en el rodeo (color, sexo y peso corporal) y su
relacion con el espesor del epitelio bovino y el nivel de consumo de
hemoglobina de las moscas.

En el ensayo 1, cuando analizamos especificamente la relacion entre la
carga de moscas y el color de manto, observamos una mayor atraccion de
las moscas por los animales de pelo oscuro, confirmando los reportes
previos (Franks 1963; Shreiber & Campbell 1986; Rodriguez-Gallegos &
Acosta-Rodriguez 2011). Estos resultados fueron consistentes con el mayor
contenido de hemoglobina en moscas alimentadas de los animales oscuros
respecto las de los claros. Hasta la fecha, esta ha sido la primera evidencia
experimental que establece que el consumo de sangre difiere segun el
fenotipo del animal y que el color oscuro favorece la ingesta de sangre. Esto
podria estar asociado a la mayor retencion de los rayos solares de los
colores oscuros y a la consecuente mayor temperatura de la piel de bovinos
oscuros respecto de los claros cuando son mantenidos en climas calidos
(Silva et al. 2011). Este cambio de temperatura podria generar una mayor
vasodilatacién de los capilares en la piel de los bovinos y un mayor acceso
de las moscas a la sangre. Si bien en bovinos no hemos encontrado
informacion al respecto, se ha descrito en humanos, que el calor aplicado en
un area de la piel provoca una vasodilatacion local de sus microvasos
(Minson 2010). Por otro lado, la resistencia de la epidermis a la prosbocide



de la mosca podria ser una limitante para el acceso a la sangre. Nuestros
resultados sefialaron que la epidermis de los animales oscuros es mas
delgada que la de los claros. Esta es la primera descripcion experimental de
que el espesor de la epidermis varia segun el color en bovinos de biotipo
carnicero. Una epidermis mas delgada en animales oscuros fue consistente
con un mayor contenido de hemoglobina en las moscas (mayor consumo de
sangre). Estos resultados sugieren que el espesor de la epidermis es un
factor de resistencia al consumo de sangre de las moscas y puede
condicionar la presencia de moscas en los bovinos.

El peso de los animales tuvo una fuerte correlacion positiva con la carga
parasitaria, incrementandose el niumero de moscas con cada kg de peso del
animal. No hemos encontrado trabajos que evallen la carga parasitaria y
utilicen el peso como covariable. Castro, (2001) describié una relacién
positiva entre carga, tamafio y condicion corporal, ambas variables estan
asociadas al peso vivo de los bovinos. Cuando estudiamos el consumo de
sangre de las moscas, observamos que se redujo con el incremento de
peso. No hemos encontrado en bovinos, reportes que mencionen cambios
en la microcirculacion vascular de la piel en relacién al peso. Sin embargo en
humanos, se ha observado que la vasodilatacion del endotelio esta asociada
negativamente con la grasa corporal (Khan et al 2003). Si existiera en
bovinos un mecanismo similar, éste podria explicar en parte la reduccién del
consumo. Cuando medimos el espesor de la epidermis, observamos que se
incrementd con el peso, sugiriendo que la piel de los animales mas pesados
es mas resistente a la accion del aparato succionador de la mosca. Esta idea
es consistente con la reduccion del consumo de sangre de las moscas al
incrementarse el espesor del epitelio. Sin embargo, la preferencia de las
moscas por los animales mas pesados se mantuvo a pesar de que estas
consumen menos sangre de estos animales. Este resultado sugiere que
ademas de la facilidad de acceso de las moscas a la sangre, existen otros
factores que condicionan la preferencia de las moscas por los bovinos mas
pesados. Doornenbal et al. (1988) describieron que la concentracion de
proteinas plasméaticas asi como la concentracion de nitrégeno ureico se
incrementan con el peso corporal, por lo tanto la calidad nutritiva del plasma
varia con el peso del animal. En funcién de lo expuesto, proponemos que la
cantidad y también la calidad nutritiva de la sangre pueden ser factores de
atraccion.

El sexo no demostr6 efecto sobre las cargas parasitarias en el ensayo 1 (368
vs 319 para machos y hembras respectivamente). Sin embargo, en el
ensayo 2 con un numero de observaciones mayor, determinamos que los
machos portaron mas moscas que las hembras (254 vs 201 para machos y
hembras respectivamente). Las diferencias de cargas parasitarias entre
sexos fue escasa no superando las 50 moscas/animal. En trabajos con
terneros, Rodriguez- Gallegos et al. (2011), observaron que terneros machos
tenian mayores cargas de moscas que las hembras (358+9.5 vs 316+10.7
moscas/animal), sin embargo, el efecto del peso en esta observacion no fue
determinado. El sexo y el peso corporal estan fuertemente asociados en los
bovinos. Se ha descrito que bajo condiciones ambientales y nutricionales
similares, la ganancia de peso es mayor en machos que en hembras (de
Olivera, 1979), por lo que segun nuestros resultados, solo por el efecto peso,



los machos tienden a tener mas moscas que las hembras. Los trabajos
disponibles hasta la fecha, sobre la influencia del sexo en la carga de
moscas, no utilizaron el peso como covariable, por lo que pudieron
sobrevalorar las diferencias entre sexos. Cuando analizamos el consumo de
hemoglobina y el espesor del epitelio, no encontramos diferencias
significativas entre los sexos; esto resultados estan en concordancia con las
escasas diferencias observadas en las cargas parasitarias.

En suma con el ensayo 1, se incorporan nuevos elementos al conocimiento
de la interaccion parasito hospedador. Se determindé que el consumo de
sangre de las moscas varia segun las caracteristicas fenotipicas del
hospedador y que el espesor de la epidermis condiciona dicho consumo.
Estos elementos abren nuevos caminos en la busqueda de estrategias
alternativas de control.

El planteo de nuestra segunda hipoétesis de trabajo, fue que el bovino es
capaz de participar en la regulacion de sus cargas de moscas. En el ensayo
2, observamos que la poblacion de moscas vari6 a lo largo de este ensayo.
Se registraron periodos cortos de 1-2 semanas con altas cargas de moscas
(mayores a 250 moscas), seguidos por intervalos de 3-4 semanas con bajas
cargas de moscas. Variaciones en la carga parasitaria habian sido descritas
previamente (Guglielmone et al. 2002a; Castro et al. 2008) y se ha propuesto
gue se deben a cambios en los tiempos de sobrevida de los adultos, de las
larvas y/o en la cantidad de los huevos producidos por las moscas (Pruett et
al. 2003). Varios autores demostraron que las condiciones favorables de
temperatura y la humedad se correlacionan positivamente con el crecimiento
del nimero de moscas en el rodeo (Jones & Kunz 1996; de Souza et al.
2005), aunque no explican en su totalidad la dinamica de estas poblaciones.
Castro et al. (2008) observaron la existencia de una correlacion negativa
entre la densidad de moscas presentes en el hospedador y el crecimiento de
la poblacién de moscas en el rodeo. Dentro de las interpretaciones posibles
de este fendmeno, se sugiere la existencia de factores vinculados al
hospedador capaces de regular las cargas de moscas en el rodeo.

A partir de esta informacion nosotros nos preguntamos, si el consumo de
hemoglobina de las moscas varié durante la estacion estival. Efectivamente,
luego de tres registros similares de consumo de hemoglobina al inicio de las
observaciones, éste decrecido luego de la aparicion del primer pico de
moscas en el rodeo. Posteriormente, las recuperaciones del consumo de
hemoglobina asi como las caidas acompariaron el perfil de la evolucién de la
carga parasitaria. Esta es la primera observacion de variaciones en el
consumo de sangre de la mosca de los cuernos en una infeccion natural.
Trabajos previos realizados por Cupp et al. (2010), demostraron que las
moscas reducen el consumo de sangre de terneros vacunados con
Thrombostasin. Por lo tanto, el origen de las variaciones naturales en el
consumo puede ser secundario al desarrollo de una respuesta inmune
frente a la exposicion natural capaz de neutralizar los componentes salivales
del paréasito. En efecto, se ha descrito que bovinos naturalmente parasitados
con H. irritans, desarrollaron una respuesta inmune contra extractos
somaticos de la mosca (Kerlin & Allingham 1992; Baron & Lysyk, 1995).



En el presente trabajo se describe por primera vez una respuesta inmune
natural especifica contra una proteina de la saliva de la mosca de los
cuernos. La Hematobina resultd ser inmunogénica para los bovinos
naturalmente parasitados: la totalidad de los bovinos tenian altos titulos de
anticuerpos al inicio del ensayo. Solo los sueros bovinos utilizados como
controles negativos en el ELISA (obtenidos de bovinos no expuestos a la
mosca) no desarrollaron sefial colorimétrica en el ELISA. Los titulos anti
Hematobina se mantuvieron incambiados mientras las moscas estuvieron
presentes en el rodeo. En el mes de mayo, frente a la caida de la poblacién
de moscas, los titulos anti Hematobina se redujeron significativamente y en
el mes de julio la mayoria de los animales no presentaban niveles
detectables de anticuerpos. Si bien el protocolo experimental realizado no
nos permitié detectar el inicio de la respuesta de anticuerpos frente a la
aparicion de las moscas en el rodeo, la caida de los mismos en el invierno
pueden sugerir que el crecimiento de las poblaciones de moscas en la
primavera siguiente no encontrara presencia de una respuesta inmune del
hospedador capaz de afectarla hasta que la poblacién de moscas alcance
niveles capaces de inducir una nueva respuesta.

Los titulos de anticuerpos anti Hematobina alcanzados luego del mayor pico
de moscas tendieron a afectar el consumo de hemoglobina y la carga de las
moscas. Esta informacion preliminar permite sugerir que la respuesta
inmune contra esta proteina, al igual que se observé previamente con
Thrombostasin (Cupp et al. 2004), puede colaborar en la reduccion del
consumo de sangre de la mosca. Este resultado transforma a la Hematobina
en un potencial candidato para la construccion de vacunas. La reduccién del
consumo de hemoglobina inducida por el hospedador, podria explicar por
qgué el crecimiento de la poblacion de moscas es inversamente proporcional
a la densidad segun observaron Castro et al. (2008). Un menor consumo de
sangre lleva a un menor desarrollo ovarico de las moscas (Cupp et al. 2004)
y por consiguiente a una menor deposicion de huevos en el campo y oferta
de moscas. En este mismo sentido, la observacién de que aun cuando las
condiciones climaticas son favorables, los altos niveles de moscas se
observan por cortos periodos, podria ser por la misma causa: la regulacién
del consumo de sangre de las moscas por parte del hospedador.

En relacién a la respuesta anti HTAr, pudimos observar que los titulos de
anticuerpos de los bovinos machos fueron mayores que el de las hembras,
mientras que no se observaron diferencias segun el color y peso vivo. El
efecto del sexo en la presencia de mayores titulos de anticuerpos anti HTAr,
podria ser explicado por la mayor carga de moscas observadas en los
machos. Sin embargo, podrian existir elementos adicionales que serian
interesantes de explorar. No hemos encontrado trabajos que expliquen
diferencias significativas en el titulo de anticuerpos en los diferentes sexos
en bovinos. Sin embargo, el efecto de las hormonas sexuales sobre la
activacion de las células efectoras del sistema inmune ha sido largamente
demostrado. La progesterona (hormona predominante durante el ciclo estral)
reduce la presentacién de antigenos, la produccion de inmunoglobulinas y la
respuesta celular a la agresion en distintas especies (Kaushic et al. 2003;
Liang et al. 2006).



11. CONCLUSIONES

Se desarrollé una metodologia de reproduccion del ciclo de la mosca de los
cuernos, en condiciones de laboratorio.

La capa oscura y el peso vivo, y en menor grado el sexo afectan la carga de
las moscas de los cuernos en los bovinos.

La facilidad de acceso a la sangre es un factor determinante en el nivel de
atracciéon de las moscas por su hospedador. El espesor de la epidermis
bovina es para la mosca una barrera fisica que limita su alimentacion.

El consumo de alimento de las moscas y la carga de las mismas fluctia
durante la estacion estival.

El bovino desarrolla una respuesta inmune especifica frente a la exposicién
natural a la Hematobina, proteina salival de la mosca de los cuernos.

Altos titulos anti Hematobina tendieron a reducir el consumo de sangre y la
carga de de las moscas, lo que la transforma en un potencial candidato para
el disefio de vacunas para el control de la mosca de los cuernos.
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