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Th2: respuesta inmunitaria caracterizada por un perfil de citoquinas con alta expresion
IL-4 y baja de INF-y.

IL-4: Interleuquina 4.
INF-y: Interfer6n gamma.
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RESUMEN

ANTECEDENTES: La fasciolosis producida por Fasciola hepatica es una enfermedad
parasitaria importante de la ganaderia en muchos paises. En Cajamarca, Per( se reportan
tasas de prevalencia superiores al 80% en el ganado lechero. La respuesta inmune celular es
pobremente conocida en infeccién natural, razén por la cual el presente trabajo estudio la
capacidad de proliferacion y la expresién de citoquinas (IFN-y e IL-4) en células mononucleares
de sangre periférica (PBMC) de terneras y vacas contra los antigenos no especifico
fitohemaglutinina (PHA) y especifico de excrecion/secrecion del estadio inmaduro (FhESP-I) y
maduro (FhRESP-M) de F. hepatica.

METODOS: La capacidad proliferativa fue determinada por linfoproliferacion in vitro y la

expresion de citoquinas se evalud en sobrenadantes de cultivo celular por la técnica ELISA.

RESULTADOS: Las vacas infectadas con F. hepatica mostraron una disminucion de la
capacidad de respuesta frente a los estimulos proliferativos inespecifico y especifico. Cuando
se estudio el perfil de citoquinas, la expresion de IFN-y fue baja y la IL-4 alta contra el estimulo
especifico, lo que indica que la respuesta permanece polarizada hacia una respuesta tipo Th2.
Las terneras infectadas naturalmente expresan niveles de IFN- y mas altas en comparacion
con las vacas, pero con una expresion similar de IL- 4 entre los dos grupos de animales. Estos
resultados demuestran una respuesta inmunomoduladora en los animales adultos a medida
gue la enfermedad progresa. No se observaron diferencias en la respuesta inmune a los

antigenos del estadio inmaduro y maduro del parasito.

CONCLUSIONES: Nuestros resultados sugieren que las vacas infectadas con F. hepatica
responden con una respuesta inmune polarizada TH2, con niveles bajos de IFN-y y altos de IL-
4. Por otro lado, las terneras infectadas expresaron niveles significativamente mas altos de IFN-
y en comparacion con las vacas, no obstante, ambos grupos expresaron cantidades similares
de IL-4.

Palabras clave: Fasciola hepatica, respuesta inmunitaria celular, infeccion natural, citoquinas,
ganado vacuno lechero, Cajamarca.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Fasciolosis produced by Fasciola hepatica is an important parasitic disease of
livestock in many countries. In Cajamarca, Peru, prevalence rates above 80% are reported in
dairy cattle. The cellular immune responses is poorly understood in natural infection, hence the
present work studied the proliferative capacity and expression of cytokines (IFN-y and IL-4) in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) from cows and calves against nonspecific
Phytohemagglutinin (PHA) and specific Excretory/Secretory antigens from immature (FhE/S-I)
and mature stages (FhE/S-M) of F. hepatica.

METHODS: The proliferative capacity was determined by in vitro lymphocyte proliferation and

cytokine expression was evaluated in cell culture supernatants by ELISA.

RESULTS: Cows infected with F. hepatica showed a decreased capacity to respond against
nonspecific and specific proliferative stimulus. When the cytokine profile was studied, IFN-y
expression was low with high IL-4 against specific stimulus indicating that the response remains
polarized towards a TH2 type response. Naturally infected calves expressed higher IFN-y levels
compared to cows, with a similar expression of IL-4 between both groups of animals. These
results demonstrate an immunomodulatory response in adult animals as the disease
progresses. No differences were observed regards the immune response to antigens of

immature and mature stages of the parasite.

CONCLUSIONS: Our results suggest that cows infected with F. hepatica respond with a
polarized TH2 immune response with low levels of IFN-y and a high IL-4 response. On the other
hand, infected calves expressed significantly higher levels of IFN-y compared with cows, but

both groups expressed similar quantities of 1L-4.

Key words: Fasciola hepatica, celular immune response, natural infection, cytokines, diary
cattle, Cajamarca.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La infeccion por Fasciola hepatica es considerada en Perd como una enfermedad
infecciosa parasitaria emergente en la salud publica (Marcos et al. 2007). Asi mismo, es la
zoonosis helmintica mas importante en varias regiones del mundo (Robinson and Dalton
2009) afectando principalmente a humanos, animales bovinos, ovinos y caprinos. La
enfermedad humana y animal esté distribuida en el 71% del territorio peruano y es endémica
de la sierra, con mayor importancia en los valles andinos (Claxton et al. 1997; Marcos et al.
2004; Marcos et al. 2005; Valencia et al. 2005; Marcos et al. 2007; Espinoza et al. 2010; Lopez
et al. 2012).

La prevalencia en ganado bovino es variable. En una zona de Pakistdn se report6
3.06 % (Khan et al. 2009), en Zulia (Venezuela) 23 % (Angulo Cubillin et al. 2007); y en
Huancavelica (Peru) 23.1 % (Valencia et al. 2005). Mientras que, en la Provincia de
Cajamarca, donde la industria lechera es una actividad econdmica importante, la prevalencia
es superior al 75 % (SENASA 2007).

En zonas endémicas del Perq, la enfermedad en ganado constituye un significativo
impacto econémico, con pérdidas no menores de US$ 50 millones al afio (Espinoza et al.
2010). Estas pérdidas son principalmente por disminucion de la produccién lechera,
disminucion de la fertilidad, menor ganancia de peso, productos decomisados y costos en
tratamiento antiparasitario, siendo este ultimo el que representa el 46 % de la pérdida total
(Espinoza et al. 2010; Craig 1988; Blanco-Penedo et al. 2012).

En efecto, actualmente la fasciolosis en ganado vacuno lechero en la provincia de
Cajamarca es controlada principalmente por quimioterapia, y apoyada en actividades de
manejo agropecuario. Sin embargo, el problema persiste y empeora, debido a la resistencia
gue ha mostrado el parasito a dosis estandares de Triclabendazol, el antihelmintico més
usado en tratamiento de esta parasitosis (Ortiz et al. 2013).

Aunque el uso de una vacuna, es una estrategia que podria controlar eficazmente el
problema de la fasciolosis en Cajamarca, todavia no es posible desarrollarla, debido a vacios
de conocimiento sobre las caracteristicas de la respuesta inmunitaria del hospedero a la
infeccidn. Al respecto, la respuesta humoral en ganado lechero infectado con F. hepatica ha
sido estudiado (Ortiz et al. 2000); sin embargo se carece de estudios que permitan entender
la respuesta inmune celular en ganado con infeccion natural. Esta realidad conduce al
siguiente problema: ¢ Cuél es el mecanismo de respuesta inmune celular en ganado vacuno
lechero naturalmente infectado con F. hepatica en Cajamarca, Peru?

Por tal motivo, el presente estudio se propuso determinar el mecanismo de respuesta
inmune celular en ganado vacuno lechero naturalmente infectado con F. hepatica. Asi mismo
se persiguieron los siguientes objetivos especificos:

v' Determinar la capacidad proliferativa de los linfocitos circulantes durante la
respuesta inmune celular en ganado vacuno lechero infectado naturalmente con

F. hepatica.



v" Medir la expresion de IFN-y (citoquina tipo 1) e IL-4 (citoquina tipo 2) durante la
respuesta inmune celular en ganado vacuno lechero infectado naturalmente con

F. hepatica.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
|. ANTECEDENTES TEORICOS DE LA INVESTIGACION

La fasciolosis humana y animal esta distribuida en el 71% del territorio peruano y
es endémica de la sierra y costa, con mayor importancia en los valles andinos (Claxton et
al. 1997; Marcos et al. 2004; Marcos et al. 2007; Espinoza et al. 2010; Valencia et al. 2005).
En la provincia de Cajamarca la prevalencia de esta enfermedad en ganado vacuno
asciende a 75% (SENASA 2007).

La respuesta inmunitaria celular en ganado durante infeccion primaria por F.

hepatica no es protectora (McCole et al. 1999). Un estudio realizado en bovinos
crénicamente infectados con F. hepatica, verificO que varios clones de células Th
especificos correspondian a células Th2 por presentar una fuerte expresion de IL-4 pero
baja o nula para IL-2 o IFN-y. No obstante, la mayoria de clones de células Th investigados
fueron clasificados como ThO por expresar solo una de las tres citoquinas. No se
obtuvieron clones de células Thl (Brown et al. 1994).

Asi también, en el modelo experimental de coinfeccion entre F. hepatica y
Mycocobacterium bovis resulta alterada la capacitad del test para diagnostico de la
tuberculosis bovina, debido a que la infeccion por F. hepatica polariza la respuesta
inmunitaria a células Th2, la cual inhibe la respuesta Thl propia de M. bovis (Flynn et al.
2007). Similares resultados se muestran en un estudio de coinfeccién entre Toxoplasma
gondii inductor de respuesta Thl y F. hepatica inductor de respuesta Th2 (Miller et al.
2009).

Por otro lado estudios experimentales en modelos de ratas muestran que en
infeccidn aguda, durante las dos primeras semanas, F. hepatica induce un perfil de
citoguinas ThO transitorio seguido por una regulacién negativa de la respuesta celular e
induccién de un perfil de citoquinas Th2 (IL-4 e IL-10). El perfil de citoquinas Th1l (INF-y)
se observé en niveles basales (Tliba et al. 2002a; Tliba et al. 2002b). Mientras que en ratas
con infeccién cronica temprana por F. hepatica, se encontr6 que hay predominio de una
respuesta Th2, la cual disminuyd en infeccién cronica avanzada, y se caracteriz6 por
inmunosupresion (Gironenes et al. 2007).

Asi mismo, un estudio experimental en ratas, concluye que F. hepatica regula
negativamente la respuesta Thl al observar que tras la infeccién se exhibe una respuesta
Th2, con produccién de niveles altos de citoquinas IL-4 e IL-5, y niveles bajos de IFN-y e
IL-2 (O'Neill et al. 2000).

De forma similar, un estudio realizado en terneros infectados con F. gigantica
mostrd niveles no detectables de IL-2 en células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs), igual al control; sin embargo, la IL-10 se encontrd en niveles detectables en
PBMCs de animales infectados méas no en los controles (Ingale et al. 2010).

Por otro lado, la participacién de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPSs) en la activacion del sistema inmune recién ha empezado a explorase en la
infeccidn por F. hepatica. En efecto, el parasito genera un gran nimero de moléculas de
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secrecion las que inducen una variedad de efectos en el hospedero (Torres y Espino 2006;
Donnelly et al. 2005; Dalton et al. 2003; O'Neill et al. 2001).

ll. BASES TEORICAS

2.1 Generalidades de la respuestainmunitaria antihelmintica
La respuesta inmunitaria del hospedero a infeccion por helmintos se caracteriza
por la intervencion de eosindfilos, mastocitos, macréfagos activados por la via
alternativa (AAM@) y linfocitos tipo Th2. Estos dos Gltimos caracterizan una respuesta
polarizada Th2 (Jenkins y Allen 2010).

Los linfocitos son las Unicas células del organismo capaces de reconocer y
diferenciar especificamente distintos determinantes antigénicos, y son por lo tanto
responsables de las caracteristicas mas importantes que definen el sistema
inmunitario adaptativo: la especificidad y la memoria (Abbas et al. 2002). Existen
diferentes subgrupos de linfocitos que se diferencian por sus funciones y sus
productos proteicos, pero que son indistinguibles desde el punto de vista
microscopico: los linfocitos B, linfocitos T y células citocidas naturales (NK).

Los linfocitos T son las células efectoras de la inmunidad celular, debe su
nombre al hecho de que sus precursores se forman en la médula 6sea, pero a
continuacion migran al timo donde maduran. Los linfocitos T se subdividen en
subpoblaciones, los linfocitos T citoliticos o citotoxicos (CD8+) y los linfocitos T
colaboradores (CD4+); asimismo, estos ultimos segun su perfil de citoquinas
expresados se diferencian en células Thl o Th2 (Abbas et al. 2002).

Los antigenos helminticos a los que responde el hospedero son de distintos
tipos: excrecion-secrecion, de tegumento y soméaticos. Durante la compleja
interaccion entre el parésito y el hospedero intervienen principalmente varias
proteinas secretadas por el helminto que modulan la respuesta del hospedero
(Hewitson et al. 2009).

En efecto, estudios recientes muestran una nueva familia de moléculas
helminticas, denominadas Moléculas Defensivas de Helmintos (HDMs) que exhiben
similares caracteristicas bioguimicas y funcionales que los péptidos defensivos
humanos, particularmente CAP18, la cual modula la activacion de los macrofagos por
lipopolisacaridos (LPS) por ligamiento con los TLR clasicos y con ello reducen la
liberacion de mediadores inflamatorios. Se piensa que las HDMs, por imitacion de
funciones de los péptidos defensivos del hospedero, representan una nueva familia
de moduladores de células innatas (Robinson et al. 2011).

Por otra parte, los hospederos presentan diferencias en la regulacion de la
respuesta inmune contra F. hepatica dependiendo de la especie, raza e individuos de
la misma especie. Esta diferencia también se observa en la habilidad para desarrollar
resistencia a la reinfeccion (Jedlina-Panasiuk 2002).

La ocurrencia de infecciones mdltiples por helmintos es comudn en la naturaleza.
Los paréasitos que co-infectan pueden interactuar en una variedad de formas,
incluyendo a través del sistema inmunitario del hospedero via mecanismos tales como
la inmunomodulacion e inmunosupresion (Ezenwa y Jolles 2011). La respuesta
inmunitaria en las coinfecciones por helmintos y otros parasitos, no se ha estudiado



aun en profundidad, por lo que se tiene poco entendimiento de la forma en que afectan
éstas interacciones.

2.2 Respuestainmunitariaainfeccion por F. hepatica
La respuesta inmunitaria a infeccion por F. hepatica sigue los patrones
generales de la inmunidad frente a helmintos, sin embargo presenta varias diferencias
gue tienen que ver con la expresion especifica de antigenos y la interaccién con el
hospedero (Jenkins y Allen 2010). La respuesta innata y adaptativa son rigurosamente
coordinadas durante la fase aguda y crénica de la enfermedad (Flynn et al. 2010).

Estudios clinicos y experimentales sugieren que tanto la respuesta inmunitaria
humoral y celular son importantes para control de la infeccién (Jedlina-Panasiuk
2002). Sin embargo, estudios en ovinos y caprinos muestran que estas respuestas no
tienen efecto protector frente al establecimiento y desarrollo de la enfermedad primaria
y secundaria (Pérez et al. 2002; Martinez-Moreno et al. 1997).

El sistema inmune innato juega un importante papel en la defensa contra la
infeccion por F. hepatica, ademas estimula la respuesta inmunitaria adaptativa. Los
mecanismos efectores innatos incluyen una rapida eosinofilia y la activacion de
macroéfagos. Al respecto, en ganado infectado con F. hepatica se observo recuento
elevado de eosindfilos 4 semanas post-infeccion y persisti6 por un periodo de 16
semanas (Bossaert et al. 2000). Similar eosinofilia se observé en ovinos (Chauvin et
al. 1995) y en modelos animales experimentales de ratas (Cervi et al. 2001).

La capacidad de F. hepatica para colonizar el higado del hospedero puede ser
atribuido a la produccién de productos parasitarios especificos. Los helmintos
pardsitos son bien conocidos por su habilidad de secretar complejos proteicos mixtos,
gue incluyen potentes enzimas, los cuales ayudan no solo con sus requerimientos
nutricionales, sino con el transito a través del hospedero y la evasion del sistema
inmunitario (Flynn et al. 2010). Actualmente se conocen muchos de estos productos
especificos, varios de ellos de importancia antigénica (Tabla 01).

Tabla 01. Productos y moléculas biolégicas derivados de F. hepatica

PRODUCTO / FUNCION / EFECTOS REFERENCIA
MOLECULA

Productos de
Secrecién-Excrecion
(FhESP)

Contiene una mezcla de moléculas

S Ortiz et al. (2000)
antigénicas.

Protege al parasito de los
Intermediarios Reactivos del Oxigeno.

Peroxirredoxin . . ]
Activa los macroéfagos por la via

(FhPrx)

Donnelly et al. (2005);
Mendes et al. (2010a)

alternativa.
Candidato vacunal
) Proteasa componente de FhESP. Dalton et al. (2003)
Catepsina L1 Potencial candidato vacunal y O'Neill et al. (2001)
(FhCL1) antigeno diagnéstico.

L, Sexton et al. (1990)
Glutatién S Componente de FhESP. Sexton et al. (1994)
Transferasa (GST) Potencial candidato vacunal Dowling et al. (2010)
Leucina
Aminopeptidasa Potencial candidato vacunal fﬂi?i?ﬁae(tetagl (?gggg)
(FhLAP) '




Proteinas derivados

de huevos (FhEP) Potencial candidato vacunal Moxon et al. (2010)

Anti q Suprimen la maduracién, funcién de Hamilton et al. (2009)
ntigenos de células dentriticas y antigeno Gaudier et al. (2012)

Tegumento (FhTeg) | giagnsstico Morales y Espino (2012)

Proteinas tipo Potencial Candidat | Torres y Espino (2006)
Saposin (FhSAP) otencial L-andidato vacuna Espino y Rivera (2010)

Mendes et al. (2010b)

Sml4 Potencial Candidato vacunal Zafra et al. (2009)

Potencial candidato vacunal asociado

Extracto Total a LPS

Falcon et al. (2012)

Se ha demostrado, en un estudio en ratas, que FhESP puede inducir apoptosis
en los eosindfilos por mecanismos dependientes de Caspasa, siendo los
componentes carbohidratos presentes en estos antigenos los involucrados en este
efecto. La apoptosis de los eosindfilos fue observada en el higado de ratas 21 dias
después de la infeccion. La disminucion de los eosindfilos en la infeccion temprana
puede ser una estrategia parasitaria con el fin de prevenir la respuesta inmunitaria
por parte del hospedero, sin embargo, si éste resultado es accion del parasito o del
hospedero, permanece aun desconocido (Serradell et al. 2007).

La activacion de los macréfagos por la via alternativa (AAM@) durante la
infeccion por helmintos ha cobrado importancia ultimamente, considerandose como
la piedra angular de la inmunologia helmintica (Jenkins y Allen 2010). Los AAM@s, a
diferencia de los macréfagos activados por la via clasica (CAM@s), se reconocen por
la secrecibn de varias proteinas como la Arginasa 1 (Arg-1), YM1 y FIZZ;
adicionalmente se observan niveles bajos de IL-2 (Donnelly et al. 2005). Asimismo
se ha demostrado que la produccion de actividad elevada de Arg-1, bajos niveles de
oxido nitrico (NO) y elevados de IL-10 son distintivos de esta via (Flynn y Mulcahy
2008Db).

Aunque se desconocen los mecanismos exactos por la cual se lleva a cabo la

AAM@, se sabe que antigenos helminticos podrian inducirlos. La peroxirredoxin o
thioredoxin peroxidase (FhPrx) secretada por F. hepatica, ademas de proteger al
parasito contra los intermediarios reactivos del oxigeno (ROI), induce la AAM@. Las
funciones de estas células no estan aun totalmente claras. Sin embargo, estudios
sugieren que el desarrollo de la respuesta Th2 durante la infeccién por F. hepatica es
mediada por moléculas de secrecion, como la Prx, que inducen la activacion
alternativa de los macréfagos (Robinson et al. 2010; Donnelly et al. 2005). En este
contexto juega un rol importante la IL-10 producida por AAM@s, conocida por su
accion supresora de las células Th1.

Otros modelos animales han demostrado que los AAM@s tienen un rol en la
fibrosis y la patologia del higado afectado. Asimismo, existe evidencia de la activacion
de éstas células por citoquinas tipo 2, siendo ésta una respuesta innata frente al dafio,
la misma que puede ocurrir en ausencia de respuesta adaptativa. Las células Th2 son
requeridas para mantener la via activada durante la respuesta (Loke et al. 2007).

Estudios recientes muestran que lectinas tipo C (Receptor Manosa y Dectin-1)
estan involucradas en la interaccion entre los FhESP y los macréfagos (Guasconi et
al. 2011). Tras la estimulacién de los macrofagos con FhESP, estos mostraron
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actividad alta de Arg-1, TGF-f3 e IL-10, sugiriendo que FhESP estan involucrados en
la activacion de macréfagos por la via alternativa, y por lo tanto, tienen funciones
inmunomodulatorias. Las HDM regulan negativamente la activacion de los
macrofagos por la via clasica, reduciendo la liberacidbn de mediadores inflamatorios
(Robinson et al. 2011).

Cistein proteasas como la Cathepsina L1 (FhCL1) secretada por F. hepatica
altera la funcién de los macrofagos, ocurriendo degradacion del Toll- Like Receptor 3
(TLR3) dentro de endosomas, como consecuencia inhiben la activaciéon de los
macrofagos por la via clasica y suprime el desarrollo de una respuesta Thl (Donnelly
et al. 2010). Por otro lado, en modelos murinos se ha demostrado que los antigenos
de tegumento de F. hepatica (FhTeg) suprimen la maduracion y la funcion de las
células dentriticas (Hamilton et al. 2009). Sin embargo, los mecanismos bioquimicos
implicados en esta accion, son aun desconocidos.

La infeccion por F. hepatica estimula una fuerte respuesta inmunitaria humoral
en el hospedero. Dos a cuatro semanas de infeccion da lugar a una respuesta
adaptativa por células B e infiltrado local de células plasmaticas productoras de
anticuerpos especificos, principalmente IgG (Mendes et al. 2010a; Pérez et al. 2002).
Estudios han mostrado que la dominancia de anticuerpos de la subclase IgGl y la
baja produccion de IgG2 e IgM caracteriza a la respuesta humoral contra F. hepatica
y en general contra los helmintos (Clery et al.1996; Gironenes et al. 2007).

FhESP y glutatione S-transferasa (GST) fueron utilizadas para estudiar las
respuesta humoral y celular en ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica.
La respuesta humoral anti-FhESP fue precoz y se incrementd durante la infeccion,
resultado contrario se observé para el GST, donde anticuerpos anti-GST no fueron
detectados por ELISA ni por western blotting. De forma similar, la respuesta celular
anti-FhESP se incrementd precozmente y cayo después de la segunda semana post
infeccidén, mientras que la respuesta anti-GST no se observé (Chauvin et al. 1995;
Moreau et al. 1998). Asimismo, se sabe que FhESP contiene 29 proteinas y 2 GST
(26.7 y 27.2 kDa) (Morphew et al. 2007). Si la anergia del sistema inmunitario frente a
GST es causa antigénica o inmunoinducida es desconocida aun.

Similares resultados fueron reportados en ganado vacuno lechero de diferentes
edades: terneras, vaquillonas y vacas. Donde los tres grupos muestran respuesta
humoral especifica a FhESP (60-66 kDa) y a una proteina de preparacion somatica
(SO) de 28 kDa. Los anticuerpos anti FNESP medidos por ELISA permanecieron altos
por un periodo de 2 afios en los tres grupos de ganado (Ortiz et al. 2000).

Si bien, los FhESP tienen varias proteinas inmunoreactivas, se conoce que no
tiene efecto protector en el establecimiento y desarrollo de la enfermedad primaria o
secundaria (Martinez-Moreno et al. 1997); donde la respuesta humoral y celular no
presenta cambios significativos en la infeccion secundaria (Martinez-Moreno et al.
1999; Pérez et al. 2002). Contrariamente, la infeccion, no sélo no induce proteccién,
sino que la respuesta inmune inducida por antigenos del parasito puede dar lugar a
severas lesiones hepéticas (Mendes et al. 2010a).

Otros antigenos de F. hepatica, como la FhCL1, FhPrx y Sm14 utilizados en
inmunizacion de caprinos infectados experimentalmente con F. hepatica (Buffoni et
al. 2012; Buffoni et al. 2010; Mendes et al. 2010a; Mendes et al. 2010b), generd
niveles significativos de anticuerpos especificos, de los cuales, los anticuerpos



antiFhCL1 mostraron los titulos mas elevados. Sin embargo la respuesta humoral
especifica expresada no significé proteccion inmunobioldgica.

Existe evidencia de que titulos elevados de IgG2a confieren proteccion contra
la infeccion, esto ha sido observado en un nimero de casos y situaciones (Pleasance
et al. 2011). Asimismo, la disminucién de la carga parasitaria, usando vacunacion con
antigenos derivados del parasito, fue correlacionada con el incremento de titulos de
anticuerpos especificos IgG2a (Mulcahy et al. 1998; Raadsma et al. 2008).

La activacion precisa de células T y la generacion de una respuesta adaptativa
de células T son de suma importancia para contener una infeccion, pero en el contexto
de los helmintos es inexplorado aun. En la infeccion por F. hepatica la respuesta
inmunitaria celular local esta representada principalmente por infiltrado de linfocitos T,
con una mayor proporcion de linfocitos T CD4+ que CD8+, especialmente en
hospederos reinfectados (Gironenes et al. 2007; Pérez et al. 2002). Asimismo, la
diferenciacion de las células T a Th2 caracterizan la respuesta a éste parasito.

Tradicionalmente se sabe que las células presentadoras de antigenos (APC)
como las células dentriticas (DC) y macrofagos (M@) contribuyen al proceso de
presentacion de antigenos a las células T via CMH clase Il. Trabajos respecto a la
participacion de DC en la infeccidn por helmintos han fallado hasta la fecha en mostrar
el rol definitivo de estas células en la diferenciacion de las células Th2. Recientemente
modelos murinos infectados con nematodes han revelado un role, anteriormente no
descrito, de los basofilos en la activacion de las células Th2. El estudio mostré que los
basdfilos pueden presentar antigenos y secretar IL-4 necesaria para activar las células
Th2 (Wynn 2009).

El factor mieloide de diferenciacion 88 (MyD88) es una molécula adaptadora
critica (similar a los receptores Toll-like), y ha sido encontrada crucial en el control de
inmunidad Th1. Sin embargo, no se ha confirmado si la respuesta Th2 contra la
infeccion helmintica requiere de ésta sefializacion. Al respecto se observé que ratones
carentes de MyD88 e infectados con metacercarias de F. hepatica exhibieron un rol
no indispensable de MyD88 en la respuesta inmune, dado por un incremento de IgG1,
IgE, IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 y disminucién de 1gG2 e IFN-y, que caracterizan a la
respuesta Th2 (Luo et al. 2012).

Sin embargo, en el mismo estudio, se observo que el nimero de eosindfilos y
neutrofilos disminuyeron significativamente en la cavidad peritoneal de ratones
carentes de MyD88, aunque no se observaron diferencias en los macréfagos y
linfocitos. Estos experimentos sugieren que MyD88 es requerido para el reclutamiento
de eosindfilos y neutrofilos pero es dispensable para la respuesta Thl y Th2 del
hospedero infectado con F. hepatica.

El hospedero infectado con F. hepatica experimenta inmunosupresion durante
la fase aguda y cronica de la enfermedad. Estudios experimentales en ratas han
mostrado que durante la infeccion crénica temprana hay predominancia de una
respuesta Th2, la cual disminuye en la infeccion cronica avanzada, caracterizado por
una persistente inmunosupresion. Esto se pudo demostrar, debido a que la
cuantificacion de citoquinas en suero de ratas con 20 semanas de infeccidn revelaron
niveles basales (Gironenes et al. 2007). La supresion de la respuesta inmune celular
inducida por FhESP de F. hepatica, ha sido también reportada en ratas (Cervi et al.
1996; Cervi et al. 1998); asi como, la inhibicion de la respuesta proliferativa de las
células esplénicas al estimulo mitbgeno, a causa de las FhESP (Cervi y Masih 1997).
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Adicionalmente, otro estudio experimental en ratas mostré que la supresion
transitoria de la respuesta proliferativa de células esplénicas esta mediada por
citoquinas IL-4 e IL-10, ademas se observo disminucién de la produccion de NO en el
peritoneo (Cervi et al. 2001; Cervi et al. 1998). Estos acontecimientos pueden ser
mecanismos de F. hepatica para evadir la respuesta inmune protectora en las
primeras etapas de la penetracion del higado.

Asi mismo, la regulacién negativa de la respuesta Thl por infeccién con F.
hepatica se estudié en ratones, donde se exhibié una respuesta Th2 con produccién
de niveles altos de citoquinas IL-4 e IL-5 y bajos niveles de INF-y e IL-2 (O'Neill et al.
2000). La supresion de la respuesta protectora Thl, inducida por F. hepatica, fue
demostrada a través de un experimento en ratones coinfectados con Bordetella
pertusis, bacteria patdgena del cual la vacuna protectora depende de una potente
respuesta Thl. Los ratones coinfectados mostraron un perfil de citoquinas Th2 en
respuesta a los antigenos de F. hepatica, similar a los infectados solo con F. hepatica.
Por el contrario, la respuesta Th1l a los antigenos de B. pertusis fueron marcadamente
suprimidos y la infeccion bacteriana exacerbada (Brady et al. 1999).

Al examinar las citoquinas regulatorias, IL-10 y TGF-B1, en ganado vacuno
infectado se observé que el nivel de IL-10 aument6 con el tiempo y el TGF-B1 alcanzé
tempranamente niveles altos y después se mantuvo. Esta cinética diferente de las
citoquinas en mencion podrian indicar funciones independientes para ellas, de hecho,
el uso de anticuerpos neutralizantes confirmé que la IL-10 es responsable
predominantemente del control de la produccién IFN-y, y el TGF-1 de la IL-4 (Flynn
y Mulcahy 2008a).

La regulacion de la respuesta contra F. hepatica solo ha sido investigada
relativamente en pocos trabajos hasta la fecha. Sin embargo la existencia de células
T reguladoras parasito-especificas, productoras de IL-10 y TGF-B, capaces de
suprimir respuestas Thl y Th2 parasito-especificas ha sido recientemente
demostradas experimentalmente en ratones (Walsh et al. 2009).

FhESP también han sido descritos como inductores de propiedades
tolerogénicas en células dendriticas mieloides de ratones, debido a que, al
estimularlas exhibieron una capacidad para polarizar a las células T CD4+ a Th2y T
reguladoras (Falcon et al. 2010). Asimismo, recientemente han sido identificados los
efectos inmunosupresores de dos moléculas (CL1 y GST sigma) componentes de
FhESP que involucra a las células dentriticas (DC). Estas moléculas, TLR4
dependientes, activan el fenotipo supresor de las DC, las cuales atentian la respuesta
Th17 y fallan en la activacion de la respuesta Th2 (Dowling et al. 2010). La modulacién
de la respuesta inmune por CL1 y GST sigma con inmunosupresion asociada a
inflamacién cronica es un mecanismo que puede beneficiar la sobrevivencia del
pardsito dentro del hospedero.

Por otro lado, un reciente estudio realizado en ovejas de raza ITT resistentes a
infeccidn por F. gigantica pero no a F. hepatica, sugiere que la induccion temprana de
una respuesta inmunitaria tipo 1 (Th1l), evidenciada en perfil de citoquinas (IL-4 e
IFN-y) y anticuerpos (IgG1 e 1gG2), puede ser responsable de la habilidad para resistir
la infeccién (Pleasance et al. 2011). Este modelo es ideal para investigar los
mecanismos de resistencia del parasito en un hospedero natural.

Resultados similares fueron observados durante la vacunacion en conejos con
antigeno FhSAP recombinante, con 83% de reduccién de carga parasitaria y niveles
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de IFN-y, TNFa, IL-2 e IL-10 significativamente altos. Estos resultados sugieren que
la proteccion conferida por la proteina FhSAP puede estar asociada con una
respuesta mixta Th1/Th2, en la cual las citoquinas Thl son las dominantes (Espino y
Rivera 2010). Sin embargo, la inmunizacion con Sml14 recombinante (rSm14) en
caprinos ha dado resultados con nimero de células IL-4(+) mas altas que las de IFNy,
sugiriendo una respuesta polarizada Th2 en los animales inmunizados y control
infectados (Mendes et al. 2010b; Zafra et al. 2009)

Las DC pueden funcionar como adyuvantes capaces de mediar en la proteccion
frente a diferentes patégenos. Teniendo en cuenta que la vacunacion exitosa contra
la F. hepatica se relaciona principalmente con la induccién de respuestas Thl, en un
estudio reciente se estudio el potencial de las DC cargados con antigenos (extracto
total — TE) de F. hepatica y LPS como una vacuna contra la fasciolosis en ratones
(Falcon et al. 2012). Ellos evidenciaron que una sola vacuna estimuld una respuesta
Th1l sistémica y confiridé proteccién contra el dafio hepético inducido por F. hepatica.
Se concluye que las respuestas Thly Th2 son importantes en la proteccion contra F.
hepatica, sin embargo, existe evidencia de que la dominancia debera ser de células
Thl.

lIl. DEFINICION DE TERMINOS BASICOS

Respuesta Inmunitaria. Reaccion coordinada y colectiva del hospedero a la introduccion
de sustancias extrafias (caso del parasito F. hepatica), mediada por células y moléculas
del sistema inmunitario.

Respuesta inmunitaria innata. Es aquella que depende de mecanismos que existen antes
de la infeccion, son capaces de una respuesta rapida a los microorganismos y reaccionan
basicamente de la misma forma a las infecciones de repeticion. La respuesta inmunitaria
innata se compone de las barreras epiteliales, células fagociticas, célula citocidas
naturales (NK), sistema del complemento y las citoquinas.

Respuesta inmunitaria adaptativa. Es aquella que esta mediada por los linfocitos y es
estimulada por la exposicidon a agentes infecciosos. A diferencia de la respuesta innata, la
respuesta adaptativa se caracteriza por poseer especificidad y memoria. Presenta dos
tipos: la respuesta celular y humoral.

Inmunidad Celular. Tipo de respuesta adaptativa que esta mediada por linfocitos T CD4+
y T CD8+.

Inmunidad humoral. Tipo de respuesta adaptativa que estd mediada por anticuerpos
producidos por los linfocitos B.

Inmunosupresion. Inhibicidon de uno o mas componentes del sistema inmunitarito innato o
adaptativo a consecuencia de una enfermedad o inducida intencionalmente por farmacos.

Citoquinas. Son proteinas producidas por varios tipos celulares y son los principales
mediadores de la comunicacién entre las células del sistema inmunitario. Cada citoquina
es producida por un grupo de células particulares, lo cual hace posible saber
indirectamente, a través de ellas, los tipos celulares que se han activado en esa respuesta
inmunitaria.

Células Thl. Subpoblacion funcional de células T colaboradoras que secretan un conjunto
especifico de citoquinas, como INF-y, y cuya funcion principal consiste en estimular la
defensa mediada por los fagocitos contra las infecciones, especialmente las debidas a
infecciones intracelulares.
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Células Th2. Subpoblacion funcional de células T colaboradoras que secretan otro grupo
de citoquinas especificas, como IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, y cuyas funciones principales
consisten en estimular las reacciones inmunitarias mediadas por IgE y por
eosinofilos/mastocitos y regular negativamente las respuestas Thl.
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CAPITULO Il

DISENO DE CONTRASTACION DE HIPOTESIS
l. HIPOTESIS

La respuesta inmunitaria celular en ganado vacuno lechero infectado
naturalmente con F. hepatica se caracteriza por la activacion de linfocitos T CD4+
especificos y diferenciacion en células efectoras predominantemente Th2 evidenciadas
por alta expresion de citoquinas IL-4 y una disminucion de IFN-y.

Il. DISENO METODOLOGICO

1. Disefio metodol 6gico
La presente investigacion es basica, explicativa y con procesos experimentales y no
experimentales.

2. Localizacion

La investigacion se realiz6 en la provincia de Cajamarca, departamento de
Cajamarca, Peru. Esta provincia, ubicada en valle andino, tiene una superficie
aproximada de 2,979.78 Km?, una poblacién estimada de 316 152 habitantes y 2 720
msnm de altitud. Sus coordenadas geograficas son 07° 09’ 12" latitud sur y 78° 30’
'57" longitud oeste (INElI 2007). El trabajo de laboratorio fue conducido en el
Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
Universidad Nacional de Cajamarca.

3. Unidad de andlisis, universo y muestra
Para el estudio, se utilizé ganado vacuno lechero de establos del valle de
Cajamarca (Anexo 01), los mismos que guardaron las condiciones de infeccién natural
a F. hepatica. Se seleccionaron aleatoriamente un total de 18 animales hembras de
raza Holstein, de los cuales se utilizaron sus linfocitos de sangre periférica para el
ensayo de la respuesta inmunitaria celular.

4. Disefio experimental
Los animales se dividieron en tres grupos. Se consideré 3 repeticiones
experimentales.

» Grupo terneras infectadas (T, n=6) correspondieron a animales de 4 - 8 meses de

edad naturalmente infectados, de los cuales sus linfocitos recibieron estimulo.

» Grupo vacas infectadas (VI, n=6) correspondieron a animales, de un parto a mas,
naturalmente infectados, de los cuales sus linfocitos recibieron estimulo. Los
animales de este grupo fueron de entre 3y 8 afios de edad, vacias y sin tratamiento

antiparasitario en el periodo de muestreo.

» Grupo control no infectado (CNI, n=6) correspondieron a animales de cualquier
edad, no infectados por F. hepatica.
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Tabla 02. Disefio experimental

Grupo bovino n Antigenos Evaluaciones
Terneras infectadas (TI) 6
Cultivo celular de PBMC 1. Capacidad
Vacas infectadas (VI) 6 estimuladas con FhESP-M, proliferativa
FhESP-l y PHA

2. Expresion de

Control no infectado (CNI) 6 Simeuines

PHA: fitohemaglutinina (mitégeno)
FhESP-M: antigeno de secrecién-excrecion del estadio maduro de F. hepatica. FRESP-I:
antigeno de secrecion-excrecion del estadio maduro de F. hepatica.

5. Técnicas e instrumentos de recol eccion de datos
La determinacion de las respuestas de los linfocitos circulantes frente al antigeno
de excrecion-secrecion de F. hepatica (FhESP), estadio maduro e inmaduro (28
dias), y mitdégeno fitohemaglutinina-PHA (Sigma Aldrich) se realizé cuantificando dos
parametros: Capacidad proliferativa y capacidad de produccién de citoquinas
especificas (IFN-y e IL-4).

5.1. Seleccion de los animales.

La infecciobn por F. hepatica en los animales se determind utilizando
procedimientos coproparasitoldégicos para identificar y cuantificar huevos, e
inmunoldgicos para identificar anticuerpos séricos.

Los animales en los cuales se demostré conteos mayores a 5 hpg de F.
hepatica, fueron preseleccionados para la identificacion de anticuerpos y
posterior inclusion aleatoria en los grupos de animales infectados (Tl y VI). De
forma similar la preseleccién de los animales no infectados (CNI) fue constituido
por aquellos que no presentaron huevos en heces, y su inclusién fue
determinada por la ausencia de anticuerpos séricos ensayados por Western
Blot.

5.1.1. Examen coproparasitoldgico
El examen coproparasitoldgico tuvo como fin detectar y contar huevos
de F. hepatica en heces de los animales candidatos. Se utilizé la técnica
de Sedimentacion Répida (TSR) anteriormente descrita (Beltran et al.
2003). El protocolo fue el siguiente:

» Se homogeniz6 2 g de heces con unos 10 a 20 mL de agua filtrada.

» Se colocé el colador y dos capas de gasa en la abertura de la copay a

través de ella se filtr6 la muestra.

» Se retird la coladera y lleno la copa con agua filtrada hasta 1 cm debajo

del borde, esto es 15 a 20 veces el volumen de la muestra.

» Se dej6 sedimentar la muestra durante 10 minutos.
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5.1.2

Se decanto las 2/3 partes del contenido del vaso y agregé nuevamente

agua.

Se repitid los pasos anteriores cada 5 a 10 minutos por 3 a 4 veces,

hasta que el sobrenadante quedd limpio.

Se transfirié el sedimento a una placa Petri y se le afiadié una gota de

azul de metileno.

Se observé y conté los huevos de F. hepatica en el estereoscopio. Se

reporté el nimero de huevos contados en un gramo de heces (hpg).

. Busqueda de anticuerpos séricos por Western Blot

Para realizar el ensayo se utilizé el kit comercial Fascioblot para la
deteccién de anticuerpos contra Fasciola hepatica (Escalabs SAC), que
contenia tiras de nitrocelulosa al cual se le habian transferido proteinas
de secrecion/excrecion de F. hepatica separadas por electroforesis
(Escalante et al. 2011).

Como muestra se utilizdé suero sanguineo, para lo cual se sangré a los
animales de la vena yugular por extraccion al vacio en tubos sin
anticoagulante. El ensayo siguio el instructivo de uso del kit comercial.

Las tiras de nitrocelulosa se humedecieron 15 minutos por inmersion en
0.5 mL de solucién de trabajo. Posteriormente se retird la solucion de los

canales por aspiracion.

Se agregd6 0.5 mL de muestra y controles previamente diluidos (20 uL de
muestra o control en 500 uL de buffer de dilucion), e incub6 a
temperatura ambiente por una hora en agitacion constante. Al finalizar,

se retird las muestras y controles.

Se lavo las tiras tres veces con 0.5 mL de solucion de trabajo, durante 3
minutos por vez en agitacion constante. Al finalizar los tiempos se retird

la solucion de trabajo.

Se agreg6 0.5 mL de conjugado enzimético (0.5 mL de solucién de
trabajo con 5 uL de conjugado) e incubd a temperatura ambiente por una

hora en agitacion constante. Al finalizar, se retiré el conjugado.

Se lavo las tiras tres veces con 0.5 mL de solucion de trabajo, durante 5
minutos por vez en agitacion constante. Adicionalmente se lavo 2 veces
con 0.5 mL de solucion de lavado, durante 5 minutos por vez. Al finalizar

se retird la soluciéon de lavado.
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* Se agregd a cada canal 0.5 mL de solucién sustrato e incubd a

temperatura ambiente durante 10 minutos en agitacion constante.

* Se detuvo la reaccién agregando agua destilada. Las tiras se lavaron

tres veces y se dejaron secar en la oscuridad.

» Se considero positivo a la presencia de anticuerpos anti Fasciola si se
observéd coloraciéon en una o en las dos de las siguientes bandas: 17 y
23 Kda.

5.2. Preparacion de los antigenos de F. hepatica (FhESP).

Los ensayos con PBMC requirieron estimulos inespecificos (PHA) y especificos,
estos ultimos constituidos por los antigenos FRESP maduro y FhESP inmaduro.

5.2.1. Preparacioén de los FhESP maduro.

Las fasciolas adultas fueron obtenidas de higados infectados de ganado
vacuno en el camal local. Previo a los procedimientos de obtencion de
los antigenos, los especimenes fueron lavados con PBS 0.01 M (Sigma
Aldrich) y RPMI 1640 (Sigma Aldrich) atemperados a 37 °C con la
finalidad de eliminar restos biliares y contenido intestinal. Posteriormente
los especimenes pudieron utilizarse en la preparacion de los antigenos,
siempre antes confirmando su viabilidad (Ortiz et al.

2000).

La preparacién de los FhESP maduro fue realizado como lo descrito
anteriormente (Ortiz et al. 2000).

» Las fasciolas recuperadas de los higados fueron lavadas seis veces con
PBS 0.01 M, pH 7.2y una vez con medio RPMI 1640.

» Los especimenes fueron cultivados en medio RPMI 1640 suplementado
con antibiotico, 100 UI/mL de penicilina y 100 ug/mL de estreptomicina
(Sigma Aldrich). Se acondicion6 1 espécimen por cada mililitro de medio
a condiciones de incubacién de 37 °C, 5% de CO.y humedad constante

por 12 horas (Flow Laboratories, Automatic CO- Incubator IR 1500).

» Finalizada la incubacion, el sobrenadante fue recuperado y centrifugado
a 14000 g por 30 minutos a 4°C (Eppendorf, Centrifuge 5430 R).

» El sobrenadante recuperado de la centrifugacion constituye el antigeno
FhESP maduro.
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5.2.2. Preparacion de los FhESP inmaduro.

Las fasciolas inmaduras de 28 dias fueron colectadas de higados de
cuyes (Cavia porcellus) infectados con 20 metacercarias de fasciolas de
origen bovino. Las metacercarias fueron obtenidas por infeccion
experimental de caracoles Lymnaea sp. con miracidios del parasito, y
fueron facilitados por el Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de
Cajamarca (Ortiz et al. 2013). Los animales de experimentacion fueron
proporcionados por el Instituto Nacional de Innovacion Agraria (INIA),
Bafios del Inca-Cajamarca.

Se utilizo el siguiente protocolo de trabajo:

» Posterior al sacrificio del animal, se recuperd el higado, el cual fue

almacenado inmediatamente en PBS 0.01 M, pH 7.2 a 37 °C.

» Las fasciolas inmaduras fueron recuperadas del parénquima hepético y
posteriormente lavadas cuatro veces con PBS 0.01 M, pH 7.2y unavez
con medio RPMI 1640.

» Los especimenes fueron cultivados en medio RPMI 1640 suplementado
con antibidtico (100 UI/mL de penicilina'y 100 ug/mL de estreptomicina),
a razon de 10 especimenes por cada mililitro de medio, a condiciones
de incubacion de 37 °C, 5% de CO.y humedad constante por 24 horas
(Flow Laboratories, Automatic CO: Incubator IR 1500).

» Finalizada la incubacién, el sobrenadante fue recuperado y centrifugado
a 14000 g por 30 minutos a 4°C (Eppendorf, Centrifuge 5430 R).

» El sobrenadante recuperado de la centrifugacion constituyd el antigeno
FhESP inmaduro.

Una vez obtenidos los antigenos (FhESP maduro e FhESP inmaduro), se
determind la concentracion proteica utilizando la técnica de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay) por espectrofotometria molecular (Mindray BA-88A), a travées de
la confeccién de una curva de calibracién. La concentracion proteica de los
FhESP vari6 desde 500 a 1000 ug/mL. Finalmente se agreg6 a los FhESP
fenilmetanosulfonilfluoruro (PMSF) 1 mM (Sigma Aldrich), y luego fueron
filtrados en membrana de 0.22 um (Corning Costar), alicuotados y almacenados
a -70 °C (Thermo Fisher Electronic Corporation).

5.3. Ensayo de aislamiento de células mononucleres de sangre periférica
(PBMC).

Para efectos de este ensayo, se tomaron muestras de sangre periférica de
cada animal, para lo cual se procedié a la puncién de la vena yugular utilizando
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tubos heparinizados al vacio (Vacutainer). El aislamiento de las células
mononucleares de sangre periférica (PBMC) se realizé6 mediante centrifugacion
en gradiente de densidad usando Histopaque-1077 (Sigma Aldrich). El protocolo
de procedimientos siguié las recomendaciones del proveedor con ligeras
variaciones. Se requirié de la preparacién previa de los siguientes medios:

Medio de cultivo celular: Medio RPMI 1640 suplementado con antibiotico:
penicilina y estreptomicina (Sigma Aldrich) a razén de 100 Ul/mL y 100
pg/mL respectivamente, 10% de suero fetal bovino (Sigma Aldrich) y L-

Glutamina a una concentracion 2 mM.

Medio de lavado: Medio RPMI 1640 suplementado con 50 UI/mL de

heparina sddica (Sigma Aldrich).

Se siguié el siguiente protocolo:

Se mezclo 3 ml de medio de lavado con 3 mL de sangre en un tubo estéril
de 15 ml.

La mezcla previa se vertié en un nuevo tubo de 15 mL que contenia 3
mL de Histopaque-1077 (Sigma Aldrich). La mezcla se dej6 caer por la
pared evitando la aparicién de turbulencias, hasta que se forme una

monocapa en la zona superior.

Se centrifug6 durante 30 y 45 minutos a 500 x g sin usar el freno de la

centrifugadora, en los grupos VI y Tl respectivamente.

Se recupero el anillo blanco formado en la interfase plasma- Histopaque
(que contiene el componente PBMC) con una pipeta Pasteur estéril y se

deposit6 en tubos de 15 mL.

Se afiadio medio de lavado hasta 12 mL, se mezclo y centrifug6 por 10
minutos a 250 x g. Este proceso se repitié dos veces mas. Al finalizar se

eliminé completamente el sobrenadante.

Luego se resuspendi6 el sedimento (que contenia PBMC) con 1 mL de

medio de cultivo celular.

La determinacion de la concentracion celular y la viabilidad se realizd
usando una camara de Neubauer (Boeco) y Trypan Blue 0.4% (Sigma
Aldrich).

Se ajustd la concentracién celular por pocillo de cultivo celular segun el

experimento y se incubaron las placas de cultivo celular en una estufa
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a 37°C, 5% de CO; y humedad constante durante 72 horas (Flow
Laboratories, Automatic CO- Incubator IR 1500).

Para el ensayo de linfoproliferacion se ajusté la concentracion a 2 x10° células
por pocillo, mientras que, para el ensayo de produccién de citoquinas se ajusto
a 4x10° células por pocillo. Para tal fin se usaron placas de cultivo celular
(Corning Costar) de fondo plano con 96 pocillos con tapa especial para disminuir
la evaporacion. El porcentaje de viabilidad celular varioé entre 97 — 99%.

5.4. Ensayo de la capacidad proliferativa de las PBMC.

Este ensayo permitio estudiar la capacidad proliferativa linfoide a la
estimulacion con PHA, FhESP maduro y FhESP inmaduro. Se sembrd por
duplicado un volumen total de 100 ulL/pocillo de medio de cultivo celular, los
cuales contenian 2x10° células (PBMC) de cada animal y estimulo a
concentracién de 5 ug/mL. Como control de estimulo (CE) se sembraron pocillos
sélo con células, sin estimulo.

La linfoproliferacion se midié mediante reaccién colorimétrica usando el
reactivo Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT) de Sigma Aldrich. Para ello,
tras el tiempo requerido de incubacion, se afiadié a cada pocillo 10 uL de MTT
a concentracion de 5 mg/mL, luego se incub6 durante 2 horas hasta formacion
de los cristales de formazan. Los cristales se disolvieron agregando 100 uL de
isopropanol acidificado (0.04N HCI), previa centrifugacion de las placas a 1800
RPM por 10 minutos y eliminacién de sobrenadante.

La reaccidén colorimétrica producida es directamente proporcional al
namero total de células viables en el pocillo y por tanto de la linfoproliferacion.
Usando un lector de placas de ELISA (Awarenes Technology Inc), se determiné
la absorbancia a 570 nm. La variacién de la proliferacion fue medida por un
indice de Estimulacion (IE).

|E = (DOE — DOC)/DOE Donde:
IE: indice de proliferacion

DOE: Absorbancia de los cultivos estimulados con FhESP o mitégeno.
DOC: Absorbancia de los cultivos no estimulados con FhRESP o mitdgeno.

5.5. Ensayo de la produccién de citoquinas de las PBMC.

Para la produccion de citoquinas por parte de las PBMC, se sembré
por duplicado un volumen de 200 ul/pocillo de cultivo celular, los cuales
contenian 4x10° células (PBMC) de cada animal y estimulo a concentraciones
variables. PHA a concentracion de 10 pg/mL, FhRESP maduro e inmaduro a 10
pug/mL (en el caso del IFN-y) o bien a 10y 20 pg/mL (en el caso de la IL-4).

Trascurrido el tiempo de incubacion, se centrifugaron las placas a 1800
RPM durante 10 minutos, se recolectd el sobrenadante por tratamientos y
posteriormente se almaceno en congelacion a -70 °C (Thermo Fisher Electronic
Corporation). Sobre estos sobrenadantes de cultivo celular se determind la
concentracién de las citoquinas IFN-y e IL-4 por la técnica de ELISA.
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5.5.1. Determinacion de la produccién de IFN-y

Para la deteccidén de la produccién de IFN-y se utilizé el kit comercial
Bovine IFN Gamma ELISA Reagent Set (Genway Biotech Inc-USA),
especifico para IFN-y bovino en sobrenadante de cultivo celular. El kit se
basa en la técnica inmunoenziméatica de ELISA y el empleo de
anticuerpos monoclonales.

En el mencionado kit se utilizaron placas de ELISA de 96 pocillos
cubiertos con anticuerpos especificos contra IFN-y bovino. El ensayo se
realizo siguiendo los procedimientos y recomendaciones del kit.

A continuacion se detalla el procedimiento:

* A cada pocillo se le agreg6 100 uL del suero estandar o muestra

(sobrenadante de cultivo celular) sin diluir y por duplicado.

e Se cubri6é con la lamina selladora y se incubd a temperatura ambiente

por 1 hora. Posteriormente se lavo 4 veces con solucion de lavado.

* Se agregd a cada pocillo 100 uL del reactivo que contenia los

anticuerpos de deteccion.

* Se cubrid con la lamina selladora y se incub6 a temperatura ambiente

por 1 hora. Posteriormente se lavo 4 veces con solucién de lavado.

e Se agreg6 a cada pocillo 100 uL de Streptavidina-HRP.

e Se cubri6é con la lamina selladora y se incubd a temperatura ambiente

por 30 minutos. Posteriormente se lavé 4 veces con solucién de lavado.

* Se agreg6 100 uL del sustrato constituido por el Tetrametilbenzidine
(TMB) (Genway Biotech Inc-USA) a cada pocillo. Se dej6 desarrollar la

reaccion por 30 minutos a temperatura ambiente en un ambiente oscuro.

e Se par6 la reaccién agregando 100 uL de solucion de parada (H.SO.

0.18 M) a cada pocillo.

* Finalmente las placas fueron leidas en un lector de ELISA (Awarenes

Technology Inc) a 450 nm.

Los resultados se expresaron en ng/mL de IFN-y, calculado a través de
una curva de calibracion confeccionada con diluciones de un estandar
gue contenia 8 ng/mL de IFN-y bovino recombinante.

5.5.2. Determinacion de la produccion de IL-4.

Para la deteccion de la produccién de IL-4 se utilizé el kit comercial
Bovine Interleukin-4 ELISA Kit (Bio-Rad), especifico para IL-4 bovino en
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sobrenadante de cultivo celular. Este kit, al igual que para el IFN-y, se
basa en la técnica de ELISA y el empleo de un anticuerpo monoclonal.
El ensayo siguid los procedimientos y recomendaciones del kit.

A continuacion se detalla el procedimiento:

» Se cubrieron los pocillos de la placa con 100 uL de anticuerpos primarios.
Se incubé toda la noche a 4 °C, luego se lavé 3 veces con solucion de

lavado.

» Se agregd 200 uL de buffer de blogueo. Se incub6 a temperatura

ambiente por 1 hora., luego se lavo 3 veces con solucion de lavado.

* Se agregé 50 uL del estandar o muestra (sobrenadante de cultivo
celular) por duplicado e incub6 a temperatura ambiente por 1 hora, luego

se lavo 3 veces con.

» Se agreg6 100 uL del reactivo que contenia los anticuerpos de deteccion
a cada pocillo. Se incub6 a temperatura ambiente por 1 hora., luego se

lavd 3 veces con solucion de lavado.

e Se reveld con 100 uL de TMB vy se dejé desarrollar por 30 minutos. La

reaccion se par6 con 100 uL de solucion de parada (H.SO4 0.2M).

* Finalmente las placas fueron leidas en un lector de ELISA (Awarenes

Technology Inc) a 450 nm.

Los resultados se expresaron en ng/mL de IL-4, calculado a través de
una curva de calibracion confeccionada con diluciones de un estandar
gue contenia 2 ng/mL de IL-4 bovino recombinante.

6. Analisis estadistico.

Para el analisis estadistico se utilizo el software SPSS 22.0 e Infostat/E. Se
calculd los parametros descriptivos habituales (media y desviacion estandar de cada
variable). La prueba de andlisis de varianza de dos vias y comparaciones multiples
de Tukey a 0.05 de significacion fueron utilizadas para definir diferencias entre las
variables grupo bovino y antigeno en relacion a la respuesta proliferativa y expresion
de citoquinas. En ambos casos se considerd significativo un nivel de P < 0.05.

20



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha comentado anteriormente, Fasciola hepatica es capaz de polarizar la
respuesta inmunitaria del animal hacia una de tipo Th2 no protector, caracterizado por la
produccién de IL-4; facilitando asi su desarrollo y establecimiento de infecciones cronicas y
re-infecciones. Para caracterizar la respuesta celular en el ganado vacuno lechero de
Cajamarca naturalmente infectado con F. hepatica, se han ensayado dos pardmetros
ampliamente utilizados en los estudios inmunoldgicos en infecciones parasitarias: capacidad
proliferativa y la expresion de citoquinas de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMC).

La capacidad proliferativa de las PBMC se evalud, tanto de manera inespecifica usando
el mitégeno fitohemaglutinina (PHA) como estimulo, como de manera especifica frente a
antigenos del parasito: Productos de secrecidn-excrecion de los estadios inmaduro y maduro
de F. hepatica (FhESP inmaduro y FhRESP maduro).

Del mismo modo, el estudio de la expresion de citoquinas (IFN-y e IL-4 tipicas de
respuestas Thly Th2 respectivamente), por parte de las PBMC fue determinada en respuesta
a los estimulos especifico e inespecifico, lo cual constituyé el elemento mas importante para
tipificar la respuesta inmune. En ambos estudios se utilizé6 dos grupos etareo de animales,
terneras y vacas infectadas naturalmente con F. hepatica, en las cuales el tiempo de infeccion
influy6 en las caracteristicas de la respuesta inmune.

Estudios similares han sido realizados en infecciones por F. hepatica en distintos
hospederos (Martinez-Moreno et al. 1999; Cervi et al. 2001; Cervi et al. 1998; Mendes et al.
2010a; Bossaert et al. 2000; Gironenes et al. 2007), incluyendo al bovino (McCole et al. 1999;
Brown et al. 1994; Clery et al. 1996, Mendes et al. 2013). Sin embargo, en Perl es el primer
trabajo en ganado vacuno lechero infectado naturalmente.

l. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD PROLIFERATIVA DE LAS PBMC.

El estudio de la respuesta proliferativa de las PBMC se muestra en el Grafico 01 y
Tablas 01, 02, 03 y 04. Los datos estan expresados en indice de estimulacién (IE)
linfocitaria, obtenidos en los diferentes grupos bovinos, terneras infectadas (TI), vacas
infectadas (VI) y control no infectado (CNI), al usar los antigenos especifico e
inespecifico.

Las Tly VI desarrollaron una respuesta proliferativa a los antigenos especificos de
F. hepatica, siendo las primeras las que presentaron mayor respuesta. Mientras que, los
animales del CNI, tal como se esperaba, no mostraron respuesta especifica, pero si una
normal y potente respuesta al antigeno inespecifico (PHA). Asimismo, Los animales
infectados, de ambos grupos, mostraron respuesta al antigeno inespecifico pero en
menor intensidad en comparacién al CNI (Grafico 01).
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Grafico 01. Promedio de los indices de estimulacion proliferativa de las PBMC de los
animales infectados (Tl y VI) y no infectado (CNI) con F. hepatica, frente a
los antigenos FhESP Maduro, FhESP Inmaduro y PHA.

El andlisis de varianza realizado a los promedios de los IE en relacion a los
factores: grupo bovino, antigenos e interseccion; muestra que existe al menos alguna
diferencia significativa en dichos promedios, tal como lo evidencia los valores de p
(p<0.05) (Tabla 01).

Tabla 01. Andlisis de varianza de los IE proliferativa de PBMC en relaciéon al grupo
bovino, antigeno e interseccion.

F.V. SC Gl CM F p-valor*
Modelo 1.662 8 0.208 36.659 <0.0001
Grupo bovino 0.108 2 0.054 9.515 0.0004
Antigeno 1.176 2 0.588 103.708 <0.0001
Grupo bovino*Antigeno 0.379 4 0.095 16.707 <0.0001
Error 0.255 45 0.006

Total 1.918 53

*Valores p <0.05 indican diferencia significativa. Alfa = 0.05.

Las comparaciones multiples de promedios segun prueba de Tukey muestra que
existe diferencia significativa en la respuesta proliferativa entre las Tl y VI, siendo en las
primeras mayor. Asimismo, no se observa diferencia entre las Tl y CNI, los que
presentaron promedios estadisticamente similares (Tabla 02); no obstante esta igualdad
estadistica de los promedios generales, las Tl y CNI presentaron una respuesta diferente
cuando fueron enfrentados a los antigenos especifico e inespecifico (tabla 04).
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Tabla 02. IE proliferativa de PBMC segun grupo de bovino.

Grupo bovino Promedio IE £ IC 95% *
—

TI 18 0.243 £ 0.067 a

VI 18 0.142 £0.046 b

CNI 18 0.229+0.127 a

*El promedio IE con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05), segin prueba de
Tukey Alfa=0.05.

Tabla 03. |IE proliferativa de PBMC seg(n antigeno.
Promedio |IE + IC 95% *

Antigeno n

FhESP inmaduro 18 0.115+0.039 a
FhESP maduro 18 0.087 £0.035 a
PHA 18 0.413+0.082 b

*El promedio IE con letras diferentes indican diferencias significativas (p<0.05), segin prueba de
Tukey Alfa=0.05.

En cuanto a los antigenos, se observo que la respuesta linfocitaria originada por el
antigeno FhESP inmaduro fue similar a los producidos por el FhRESP maduro. Sin
embargo el antigeno inespecifico PHA produjo respuestas significativamente mayores
en comparacion a los antigenos especificos (Tabla 03).

Tabla 04. IE proliferativa de PBMC segun la interaccién grupo bovino y antigeno.

Grupo bovino Antigeno n Promedio IE + IC 95% *
CNI FhESP Inmaduro 6 0.042 £ 0.050 a
CNI FhESP Maduro 6 0.043+0.044 a
Vi FhESP Maduro 6 0.072 £ 0.024 ab
Vi FhESP Inmaduro 6 0.105+0.050 ab
TI FhESP Maduro 6 0.145 + 0.062 abc
TI FhESP Inmaduro 6 0.198 £ 0.039 bc
Vi PHA 6 0.250 + 0.081 cd
TI PHA 6 0.386 +0.083 d
CNI PHA 6 0.603 +0.106 e

*El promedio IE con letras diferentes iﬁdican diferencias significativas (p<0.05), segun
prueba de Tukey Alfa=0.05.

La respuesta proliferativa al antigeno inespecifico PHA en Tl y VI fue similar entre
ellos, pero significativamente menores en comparacion al CNI (Tabla 04).

Estos resultados sugieren un efecto inmunosupresor de la infeccién por F.
hepatica sobre PBMC de los animales infectados. De hecho, en las TI, debido a la
probable infeccidon reciente o cambio de la fase aguda a cronica, el grado de
inmunosupresion es menor. Mientras que, por su mayor edad, mayor tiempo de
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enfermedad y resistencia del parasito a ser eliminado con tratamiento farmacologico; las
VI se encontrarian en fase crénica, en la cual la inmunosupresion es mayor. El efecto
inmunosupresor de F. hepatica se explica en base a los multiples papeles que juegan los
antigenos parasitarios en la evasion e inmunomodulacién ejercida por el parasito (Flynn
et al. 2010).

El efecto de F. hepatica sobre la respuesta de las PBMC a mitégenos ha sido
estudiada en bovinos (McCole et al. 1999; Brown et al. 1994), ademas en caprinos
(Martinez-Moreno et al. 1999) y ratas (Gironenes et al. 2007; Cervi et al. 2001; Tliba et
al. 2002a), poniendo de manifiesto diferencias interespecificas asi como entre
infecciones agudas y cronicas. Asi por ejemplo, en ganado vacuno infectado se produce
una elevada respuesta a mitbgenos con produccion de IFN-y en fases agudas, mientras
gue, en fases cronicas cae la respuesta a mitbgenos y también la produccion de IFN-y
(Clery et al. 1996).

Este efecto inmunosupresor en fases cronicas fue observado previamente en
cabras (Martinez-Moreno et al. 1997) y ratas (Gironenes et al. 2007; Cervi et al. 1998).
No obstante, el presente trabajo es el primero en estudiar la capacidad proliferativa y la
expresion de citoquinas en PBMC de ganado vacuno lechero infectado naturalmente con
F. hepatica, en respuesta al mitbgeno PHA y antigenos de secrecion-excrecién del
estadio inmaduro y maduro del parasito

En cuanto a los antigenos especificos, no se encontré diferencia en la respuesta
proliferativa cuando se usé los antigenos de estadio inmaduro (FhESP inmaduro) o
maduro (FhESP maduro) del parasito (p<0.05), sin embargo ambos indujeron una débil
respuesta en relacion al PHA (p<0.05). Estos datos muestran que este efecto
inmunomodulador no varia respecto al origen de proteinas de secrecidn-excrecion
(estadio inmaduro o maduro de F. hepatica), donde se ha descrito previamente que
composicién molecular y la proporcién de éstas, varian segun el estadio del parasito
(Morphew et al. 2007; Robinson et al. 2009). Y que por lo tanto, las proteinas de
secrecidn-excrecion, tanto del estadio inmaduro y maduro de F. hepatica tienen el
potencial de inmunomodulador sobre el sistema inmune del hospedero.

En el presente estudio, como se esperaba, los animales del CNI no mostraron
respuesta proliferativa a los estimulos especificos por carecer de exposicion previa,
mientras que los animales infectados (Tl y VI) mostraron una respuesta muy baja, siendo
las Tl las que mostraron una respuesta superior. Estos resultados podrian indicar que,
las terneras debido a una posible infeccion reciente aun tienen la capacidad de respuesta
proliferativa especifica. Sin embargo, el fallo la respuesta proliferativa en las VI frente a
antigenos especificos concuerda con estudios previos en ovinos (Chauvin et al. 1995;
Moreau et al. 1998), ratas (Gironenes et al. 2007), bovinos (Bossaert et al. 2000) y en
caprinos (Martinez-Moreno et al. 1997). Lo que confirma el efecto inmunomodulador que
ejercen las proteinas de excrecion-secrecion del parasito sobre el sistema inmunolégico
del hospedero.
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ll. ESTUDIO DE LA EXPRESION DE CITOQUINAS DE
LAS PBMC

En cuanto a los resultados del estudio de la expresion de citoquinas, éstos se
muestran en los Graficos 02 'y 03 y Tablas de la 05 a la 12.

La expresion de IFN-y por parte de las PBMC proliferadas con los estimulos
especificos e inespecifico medida por la técnica de ELISA se muestra en el Grafico 02 y
Tablas de la 05 a la 08. Mientras que, la IL-4, medida por la misma técnica, se muestra
en el Gréfico 03y Tablas de la09 ala 12.

Estudio de la expresion de |FN-y

En el Grafico 02 se puede observar que las PBMC de los animales de todos los
grupos (TI, VI y CNI) son capaces de producir IFN-y en respuesta al PHA; sin embargo,
fallaron en su produccién cuando estos fueron sometidos a los antigenos especificos de
F. hepatica (FNESP inmaduro y FhESP maduro). No obstante, las Tl evidenciaron
expresion de IFN-y en cantidades detectables, 0.479 y 0.159 ng/mL, en respuesta al
FhESP inmaduro y maduro respectivamente. Esto es probablemente debido a la que en
las TI la infeccion es reciente y por lo tanto existe adn la capacidad de responder con
produccion de IFN-y, la que se iria extinguiendo a medida que la infeccion se hace
cronica; tal como ha sido demostrado en estudios previos (Flynn et al. 2010; Clery et al.
1996)
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Grafico 02. Promedio de la expresion de IFN-y (ng/mL) de las PBMC de los animales
infectados (T1 y VI) y no infectado (CNI) con F. hepatica, frente a los
antigenos FhESP Maduro, FhESP Inmaduro y PHA.

Asimismo, el andlisis de varianza realizado con los datos de la expresion de IFN-y
en relacion al grupo de bovino y estimulo antigénico, muestra que la produccion de ésta
citoquina varié de forma significativa en uno o mas de los tratamientos ensayados (Tabla
05).
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Tabla 05. Andlisis de varianza de la expresion de IFN-y (ng/mL) de las PBMC en relacion
al grupo bovino, antigeno e interseccion.

F.V. SC Gl CM F p-valor*
Modelo 64.751 8 8.094 29.949 <0.0001
Grupo bovino 3.060 2 1.530 5.662 0.0064
Antigeno 59.080 2 29.540 109.305 <0.0001
Grupo

bovino*Antigeno 2.611 4 0.653 2.415 0.0626
Error 12.161 45 0.270

Total 76.912 53

*Valores p <0.05 indican diferencia significativa. Alfa = 0.05.

De acuerdo a estos resultados, en promedio, las VI produjeron menor cantidad de
IFN-y respecto a las Tl y a los animales del CNI (p<0.05), segun prueba de
comparaciones multiples de Tukey (Tabla 06). Asimismo, la producciéon de IFN-y en
promedio fue similar en el grupo de las Tl y CNI (Tabla 06), lo cual indica que la
competencia del sistema inmune celular en las Tl se mantiene.

Tabla 06. Expresién de IFN-y (ng/mL) de las PBMC segun grupo bovino.

Grupo bovino n Promedios + IC 95%*
VI 18 0.559 £ 0.152 a
CNI 18 1.059+0.224 b
Tl 18 1.068+0.191b

*El promedio IFN-y con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segun
prueba de Tukey Alfa=0.05.

Por otro lado, en promedio, las PBMC de los tres grupos produjeron
significativamente mayor cantidad de IFN-y (2.372 ng/mL) en respuesta al PHA en
comparacion a los producidos con estimulos especificos (FhRESP maduro y FhESP
inmaduro), en los cuales la produccién fue menor (Tabla 07).

Tabla 07. Expresion de IFN-y (ng/mL) de las PBMC segun antigeno.
Antigeno n

Promedios + IC 95%*

FhESP Maduro 18 0.078 £0.023 a
FhESP Inmaduro 18 0.236 + 0.056 a
PHA 18 2.372+0.151 b

*El promedio IFN-y con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segln
prueba de Tukey Alfa=0.05.
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La mayor produccién de IFN-y, con 2.895 ng/mL, se observé en el grupo de
animales del CNI en respuesta al PHA, seguido del grupo de las Tl y VI, en respuesta al
mismo antigeno. Mientras que, la menor produccion esta citoquina (0.010y 0.011 ng/mL)
se evidencio en el grupo de las VI estimuladas especificamente con FhESP maduro e
inmaduro respectivamente, donde se observo el fallo total en la produccién de IFN-y
(Tabla 08). Estos resultados se justifican por la capacidad del parasito para
inmunomodular la respuesta inmune del hospedero a medida que la enfermedad avanza.

Tabla 08. Expresion de IFN-y (ng/mL) de las PBMC segun la interaccion grupo bovino y

antigeno.

Grupo bovino

Antigeno

Promedios + IC 95%*

Vi

FhESP Inmaduro

Vi FhESP Maduro
CNI FhESP Maduro
TI FhESP Maduro
CNI FhESP Inmaduro
TI FhESP Inmaduro
VI PHA

TI PHA

CNI PHA

OO OO OO OO O»|S

0.010 £ 0.004 a
0.011 +0.007 a
0.065 £ 0.020 a
0.159 £ 0.063 a
0.219+0.078 a
0.479+0.127 a
1.656 + 0.264 b
2.565 + 0.208 bc
2.895+0.212 ¢

*El promedio IFN-y con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segln

prueba de Tukey Alfa=0.05.

Estudio delaexpresién de 1L-4

En cuanto a la expresiéon de IL-4 por parte de las PBMC proliferadas, se observé
que los animales de los dos grupos infectados (Tl y VI) expresaron esta citoquina en
respuesta a todos los estimulos, especifico y no especifico. No obstante, el CNI solo
expreso ésta citoquina en respuesta al PHA, més no cuando las PBMC de los animales
de este grupo fueron sometidas a los estimulos especificos (Grafico 03).
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Gréfico 03. Promedio de la expresion de IL-4 (ng/mL) de las PBMC de los animales
infectados (Tl y VI) y no infectado (CNI) con F. hepatica, frente a los
antigenos FhESP Maduro, FhESP Inmaduro y PHA.

El andlisis de varianza realizado a los datos de la expresion de IL-4 en relacién al
grupo bovino y de antigeno muestra que la produccion de ésta citoquina varié de forma
significativa en respuesta a uno 0 mas de los tratamientos ensayados (Tabla 09). De
acuerdo a estos resultados, se observo que las PBMC de los animales infectados, en
promedio, produjeron significativamente mayor cantidad de esta citoquina en
comparacion a los animales del CNI, tal como lo muestra la prueba de comparaciones
multiples de Tukey (Tabla 10).

Tabla 09. Analisis de varianza de la expresion de IL-4 (ng/mL) de las PBMC en relacion
al tipo de bovino, antigeno e interseccion.

F.V. SC Gl CM F p-valor*
Modelo 6.681 8 0.835 35.845 <0.0001
Grupo bovino 4.869 2 2.434 104.487 <0.0001
Antigeno 0.145 2 0.073 3.122 0.0538
Grupo bovino*Antigeno 1.667 4 0.417 17.886 <0.0001
Error 1.048 45 0.023

Total 7.730 53

*Valores p <=0.05 indican diferencia significativa. Alfa = 0.05.

Tabla 10. Expresién de IL-4 (ng/mL) de las PBMC segun tipo bovino.

Grupo bovino n Promedios * IC 95%*
CNI 18 0.216 £ 0.050 a
\ 18 0.802 £ 0.026 b
Tl 18 0.894 +£0.034 b

*El promedio IL-4 con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segun
prueba de Tukey Alfa=0.05.

Asimismo, se observé que tanto los estimulos especificos e inespecifico generan
una produccién similar de IL-4, siendo el FhRESP maduro con el que se obtuvo mayor
cantidad de esta citoquina (Tabla 11). Por otro lado, tal como se esperaba, se evidencid
gue las PBMC del grupo CNI fallaron en la produccion de IL-4 en respuesta a los
estimulos especificos, toda vez que carecian de memoria inmunoldgica para estos (Tabla
12).
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Tabla 11. Expresion de IL-4 (ng/mL) de las PBMC segun antigeno.

Ag n Promedios + IC 95%*

FhESP Inmaduro 18 0.579+£0.072 a
FhESP Maduro 18 0.629 £ 0.072 ab
PHA 18 0.705+0.029 b

*El promedio IL-4 con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segun prueba
de Tukey Alfa=0.05.

Tabla 12. Expresion de IL-4 (ng/mL) de las PBMC segun la interaccién grupo bovino y
antigeno.

Grupo bovino Antigeno Promedios + IC 95%*
CNI FhESP Inmaduro 6 0.002 + 0.002 a
CNI FhESP Maduro 6 0.016 + 0.003 a
CNI PHA 6 0.631+0.040b
Vi PHA 6 0.726 + 0.052 bc
TI PHA 6 0.759 + 0.057 bc
VI FhESP Inmaduro 6 0.777 £ 0.040 bc
VI FhESP Maduro 6 0.904 + 0.032 bc
TI FhESP Inmaduro 6 0.958 + 0.068 ¢
Tl FhESP Maduro 6 0.966 + 0.034 c

*E| promedio IL-4 con letras diferentes indican diferencias significativas (p<=0.05), segun prueba
de Tukey Alfa=0.05.

Este perfil de citoquinas con baja expresion de IFN-y y alta de IL-4 demuestra que,
la respuesta inmune celular en ganado vacuno lechero de Cajamarca infectado
naturalmente con F. hepatica, esta polarizada hacia una respuesta tipo Th2.

No obstante la baja expresion de IFN-y de ambos grupos Tl y VI frente al estimulo
especifico (FHESP), las PBMC del grupo de las Tl expresaron una cantidad
significativamente mayor en comparacion a las VI (p<0.05). Este resultado se puede
explicar debido a que las Tl debido a su probable reciente infeccién, responden todavia,
aunque débilmente, con expresion de IFN-y antes de polarizarse a una respuesta Th2,
donde la IL-4 es la dominante.

Asimismo, estos resultados concuerdan con estudios experimentales realizados
anteriormente, donde se ha puesto de manifiesto la produccion de IFN-y tipica de la
respuesta Thl durante las primeras semanas de infeccion (Clery et al. 1996; Tliba et al.
2002a; Tliba et al. 2002b). Sin embargo, en etapas cronicas dicha produccién decae
hasta extinguirse, evidenciandose el cambio a una respuesta Th2 con elevada expresion
de IL-4 (Brown et al. 1994; Gironenes et al. 2007; O'Neill et al. 2000).

No obstante lo descrito anteriormente, otros dos estudios experimentales, uno
realizado en ovejas de raza ITT resistentes a infeccion por F. gigantica (Pleasance et al.
2011) y el otro en conejos con alta proteccion conferidos con una vacuna contra F.
hepatica (Espino y Rivera 2010); muestran que una respuesta temprana tipo Thl o la
dominancia de esta, esta asociado a proteccion y resistencia a la infeccion.

Sin embargo, el presente estudio, reitera que en animales naturalmente infectados
la respuesta esta polarizada hacia una respuesta de tipo Th2, lo que evidencia el efecto
inmunosupresor e inmunomodulador que ejerce la infeccién por F. hepatica en el
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hospedero. Estos resultados concuerdan con un trabajo realizado también en ganado
lechero infectado natural y crénicamente con F. hepatica en Brasil, donde se demostré
gue las células de tejido hepatico de los animales expresan altas cantidades de IL-4 e
IL-10 en relacién al IFN-y, tipica de una respuesta Th2 (Mendes et al. 2013).

Estos resultados también ponen en evidencia que el efecto inmunosupresor e
inmunomodulador hacia respuesta tipo Th2 que induce la infeccion por F. hepatica en
ganado naturalmente infectado, afecta su capacidad para responder normalmente a
otras infecciones, principalmente aquellas que requieren de una potente respuesta tipo
Thl, como las producidas por agentes biolégicos intracelulares. Esta consecuencia
negativa y agravante de la infeccién por F. hepatica ha sido reportada en estudios con
animales infectados experimentalmente con F. hepatica y otro agente infeccioso;
Mycobacterium tuberculosis (Flynn et al. 2007), Bordetella pertusis (Brady et al. 1999) y
Toxoplasma gondii (Miller et al. 2009).

La capacidad inmunomoduladora de los FNESP sobre el hospedero, se explica por
la amplia variedad y funciones de las proteinas que lo componen (Dowling et al. 2010;
Morphew et al. 2007; Robinson et al. 2009; Dalton et al. 2003; O'Neill et al. 2001; Sexton
et al. 1990). Entre estas proteinas, la peroxirredoxina (FhPrx) demostré inducir la
activacion de los macrofagos por la via alternativa (AAMO), y ésta su vez, promueve la
respuesta Th2 (Robinson et al. 2010, Donnelly et al. 2005). También, la catepsina L1
(FhCL1), en otro estudio, se demostré que inhibe la activacion de los macrofagos por la
via clasica (CAM®@) y suprime el desarrollo de una respuesta Th1l (Hamilton et al. 2009).
Asimismo, también se ha demostrado que los FhESP indujeron propiedades
tolerogénicas en células dendriticas mieloides e inhibieron la respuesta proliferativa de
células esplénicas a mitdgenos (Falcon et al. 2010; Cervi y Masih 1997).

Por otro lado, la expresién de citoquinas no se diferencid al usarse los antigenos
provenientes de estadios inmaduros y maduros del parasito (p<0.05), en los que se han
descrito diferencias de proporcién y composicion molecular (Morphew et al. 2007,
Robinson et al. 2009). Lo que sugiere, que tanto el estadio inmaduro que migra a través
del parénquima hepético, como el maduro que ocupa los conductos biliares, tienen la
capacidad para inmunomodular la respuesta inmune del hospedero a través de la accion
de sus proteinas de secrecidn-excrecion.

Se concluye que, vacas y terneras naturalmente infectadas con F. hepatica
mostraron un disminuida capacidad para responder frente al estimulo inespecifico (PHA)
y especifico (FNESP), poniendo de manifiesto el efecto inmunosupresor de la infeccion.
Asimismo, las vacas infectadas responden con una respuesta inmune polarizada Th2,
con niveles bajos de IFN-y y altos de IL- 4. En tanto que, las terneras infectadas
expresaron niveles significativamente mas altos de IFN-y en comparacién con las vacas,
no obstante, ambos grupos expresaron cantidades similares de IL-4. Esto demuestra la
inmunomodulacién de la respuesta a medida que avanza la enfermedad. El usé de
antigenos del estadio inmaduro (FhESP inmaduro) y maduro (FhESP maduro) del
parasito no mostraron tener una respuesta inmune diferente.

Asimismo nuestros resultados sugieren que la respuesta inmune tipo Th2 en
ganado naturalmente infectado con F. hepatica, observada previamente en infeccién
experimental, puede también ser responsable del establecimiento de la fase cronica,
reinfeccion y el mantenimiento de la infeccién natural en ganado de areas endémicas
donde los animales se encuentran en continuo contacto con el parasito.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones:

1. Las ceélulas mononucleares de sangre periférica (PBMC) de terneras y vacas
infectadas naturalmente con F. hepatica mostraron una disminuida capacidad de

respuesta proliferativa inespecifica frente al mitégeno fitohemaglutinina (PHA).

2. Las PBMC de los animales infectados con Fasciola hepatica mostraron una débil
respuesta proliferativa a los antigenos especificos, siendo en las terneras superior.
No se encontré diferencia en la respuesta cuando se us6 los antigenos de estadio

inmaduro (FhESP inmaduro) o maduro (FhESP maduro) del parésito.

3. El perfil de citoquinas con baja expresion de IFN-y y alta de IL-4 por las PBMC
estimulados con antigenos especificos, observada en los animales infectados y en
particular en las vacas, indica que la respuesta inmunitaria celular en infeccion natural

por F. hepatica se mantiene polarizada hacia un tipo Th2.

4. Las PBMC de las terneras infectadas expresaron mayor IFN-y en comparacion a las
vacas en respuesta a los estimulos especificos, lo que demuestra Ila
inmunomodulacién de la respuesta a medida que avanza la enfermedad. Sin embargo
no se observé diferencias en cuanto a los antigenos de estadio inmaduro (FhESP

inmaduro) o maduro (FhESP maduro) del parasito.
Recomendaciones:

1. Estudiar la respuesta inmunitaria celular en animales infectados usando antigenos de

metacercarias y estadios juveniles de F. hepatica.

2. Estudiar la respuesta inmunitaria celular en ganado co-infectado naturalmente con
fasciolosis y eimeriosis u otras parasitosis; con el fin de determinar cémo se afecta la

respuesta frente a F. hepatica, en presencia de co-infecciones.

3. Investigar la respuesta inmunitaria celular en ganado infectado naturalmente con F.
hepatica frente a antigenos de diferentes estadios de F. hepatica, en conjunto con

otros estimulos inductores de respuesta Thl como el lipopolisacarido bacteriano.
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Anexo 01. Grupos Experimentales

APENDICES

Cadigo Animales TSR (hpg) | Western Blot Procedencia

VI-1 Elsi 14 Positivo UNC Tartar

VI-2 Olga 10 Positivo UNC Tartar

VI-3 Dina 12 Positivo UNC Tartar

VI-4 Redonda 24 Positivo Villa Sta. Luzmila

VI-5 Tatiana 16 Positivo Villa Sta. Luzmila

VI-6 Ada 11 Positivo UNC Tartar

TI-1 Fedora 6 Positivo UNC Tartar

TI-2 Sandy 6 Positivo UNC Tartar

TI-3 Cecilia 12 Positivo Villa Sta. Luzmila

TI-4 Nube 4 Positivo UNC Tartar

TI-5 Valentina 12 Positivo Los Alpes

TI-6 Anelis 6 Positivo Los Alpes
CNI-1 Oti 0 Negativo UNC Tartar
CNI-2 Jade 0 Negativo UNC Tartar
CNI-3 Novy 0 Negativo UNC Tartar
CNI-4 Evelyn 0 Negativo UNC Tartar
CNI-5 Mayte 0 Negativo UNC Tartar
CNI-6 Julieta 0 Negativo Los Alpes
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Anexo 02. Cuantificacion de Proteinas FhES - Protein Assay Bradford BioRad

41

Item BSA Mx Rx Abs-1 | Abs-2 | Abs-X | Abs - | Prot. Prot.
(ug) (uL) (mL) Blanco (ug/20uL) (ug/mL)
Blanco 0.00 | 20.00 | 1.00 [0.5364|0.5460(0.5412 0.0000 | ... | ...
s1 (125 2.50 | 20.00 | 1.00 |0.7235(0.7250|0.7243| 0.1831 | ... | ..
ug/mL)
S2 (250 5.00 | 20.00 | 1.00 |0.8734|0.8727|0.8731| 03319 | ... | ...
ug/mL)
S3 (500 10.00 | 20.00 | 1.00 |1.1644|1.1673|1.1659| 0.6247 | ... | ..
ug/mL)
S4 (750 15.00 | 20.00 | 1.00 |1.4334(1.4383|1.4359| 0.8947 | ... | ...
ug/mL)
S5 (1000 20.00 | 20.00 [ 1.00 [1.5596|1.5598|1.5597 1.018 | ... | ...
ug/mL)
L1 - 16.07 20.00 [ 1.00 [0.8845]0.8860(0.8853 0.3441 5.60 279.86
(10h)
L2 - 16.17 20.00 [ 1.00 [1.4483|1.4460(1.4472 0.9060 16.40 820.14
(22h)
L3 - 16.07 20.00 [ 1.00 [0.7700]0.7702(0.7701 0.2289 3.38 169.13
(P22h)
19.04 20.00 [ 1.00 [0.8727]0.8724(0.8726 0.3314 5.35 267.64
1.05 20.00 | 1.00 |1.2485|1.2501(1.2493| 0.7081 12.60 629.90
1.05 (PBS) 20.00 [ 1.00 [0.8557]0.8634(0.8596 0.3184 5.10 255.14
5.05 20.00 | 1.00 |1.3415(1.3488(1.3452| 0.8040 14.44 722.07
L3 - 02.07 20.00 [ 1.00 [0.8833]0.8831(0.8832 0.3420 5.56 277.88
Curva calibracion
1.2000
|
1.0000 *
|
0.8000
0.6000 s
|
0.4000I /
0.2000 /6
0.0000" ' ' '
0.00 500 10.00 15.00 20.00 25.00
y = 0.052x + 0.0537 ¢ BSA (ug)
R? = 0.9815 —Lineal (BSA (ug))




Anexo 03. Ficha de Registro - Estudio linfoproliferacion y produccion de citoquinas

Grupo 1 - Repeticion experimento N° (1) (2)(3)

Linfoproliferacién (100 uL/pozo - 250,000

Citoquinas (200 uL/pozo - 500,000 cel/pozo - 5°000,000

cel/mL) 2cc

)

cel/pozo - 5'000,000 cel/mL) 2cc
Ttto. FhESP- | FhESP-I PHA QE . FhESP-M | FhESP-M | FhESP-I | FhESP-I PHA
M (5ug/mL (Medio+linf. (10ug/mL [ (20ug/mL | (10ug/mL | (20ug/mL
(Sug/mL (10ug/mL
(5ug/mL ) ) ) ) ) ) ) )
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Anexo 04. Curva de calibracién para la cuantificacion de citoquinas

A. Curva de calibracioén para cuantificacion de IFN
gamma (ng/mL)

y =0.1011x + 0.0509
R?=0.9904

Std (ng/mL) | OD Std 1 OD std 2 OD prom | OD-Blanco
0.000 0.240 0.248 0.244 0.000
0.125 0.302 0.300 0.301 0.057
0.250 0.326 0.317 0.321 0.077
0.500 0.368 0.358 0.363 0.119
1.000 0.414 0.408 0.411 0.167
2.000 0.506 0.509 0.508 0.264
4.000 0.734 0.742 0.738 0.494
8.000 1.079 1.079 1.079 0.835
IFN gamma (ng/mL)
1.000
0.800 —
0.600 /
0.400 /
0.200
0.000 ”/‘/ ' ' ' '
0.000 2.000 4.000 6.000 8.000 10.000

@ |FN gamma (ng/mL)

B. Curva de calibraciéon para cuantificacion de IL-4

(ng/mL)

Std (ng/mL) | OD Std 1 OD std 2 OD prom | OD-Blanco
0.000 0.152 0.166 0.159 0.000
0.002 0.224 0.201 0.213 0.054
0.010 0.261 0.255 0.258 0.099
0.050 0.308 0.328 0.318 0.159
0.100 0.398 0.415 0.407 0.248
0.500 0.946 0.992 0.969 0.810
1.000 1.752 1.672 1.712 1.553
2.000 2.799 2.705 2.752 2.593
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IL-4 (ng/mL)

3.000

2.500

2.000

1.500

1.000 /

0.500 "/
0.000 '
0.000 0.500

y =1.2975x + 0.0954
R*=0.9916

1.000 1.500

2.000

®|L-4 (ng/mL)

2.500
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Anexo 05. Imagenes
7]

Coleccion de laz muesiras de heces Procesamiento de 2g de heces porla téonica de
sedimertaciin

- . '.w‘.ﬂ":'r’

Huevasde F hepalica observados al estereoscopio

Toma ce muestra sanguinea par puncian yugular con
sistemna de extraccidn al wacio

Se cultivd las fasciglas en RPMI 1640 suplermentado con
antibictico & 3792 12 b 5% CO,/ humedad A razin
da 2 fascinas f mL

Tiras de nitrocelulnsa en las oque se han reveladn Dandas
dizgnosticas positivas a anticuerpos contra £, hepaiics.
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Seinfectaron 10 cuves{proporcionados por INIA) con Posterior 3 ka infeccion se sacrificaron los snimales 28
20 metscercanas de F. hepalica bovina dias Pl

El parenguima hepatico se examind en busca de los
estadios inmaduros de £ hepsica

Las espacimenes recuperados fueron lavados 4 veces
conPBS DOIM yuna con RPMI1B40 atemperados a
K Tl 8
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Se cultiva las fasciolas en RFEM | 1640 suplementado con Log FhESP fugron cuantficadas por espectrof otometnia
antibidtco a 3790 F24 B/ 8% COy f humedad. A razin wsando el kil Prolen Assny, Sio Rad
de 10 fascialas / mL

Lapreparacion se centritugd a 1000g o 1600RFM/ 30 Seutilizé una certrifuga con rotor de angulo horizontal
minutos en las vacasy 40 minutas en ias emeras

Fostenor a la centrifugacién el anillo de PEMC =2 Seresuspendid @l sedrmento celubar en un mlildoo da
formia en la intermase plasma - Histopagues rmedio de cultive ceidar (FPM] 1640 + antibidgtco + 10%
5FB
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FEMC arazon de 2 5x10F cellpozo se enlrentaran 3 los
Se deterrmind la cencentraciony viabihdad celular FhESP M , FhESP Iy PHA Seincubd a 37°C /72 h/
usando trypan blue 04% v camara de Neubauer 5% O hurnedad.

Lina hora antes de culminar la-incubacion se agregd 10

ulde MTT Srngfmil e incubd por una hora. Los crstales de formazan se disolvigron agreganda

100k de isopropanol acida vy leidos a 570 nm

Las citoquinas IFR-y e IL-4 fuercn cuantificados en
sabrenadantes de culbvos celulzres a travésdela
techica de ELISA

Las placas se centrifugaron a 16800 RPMAO
mir
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Laz placas =& leyeron en un lector de placas a <390 nm.
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