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Introduccion y objetivos

La fasciolosis es una enfermedad causada por el trematodo Fasciola hepatica y se
considera una de las enfermedades parasitarias de mayor repercusion sanitaria y
econdmica en la ganaderia ovina y bovina de todas las regiones templadas del planeta
(Rojo-Vazquez y cols., 2012; Charlier y cols., 2014a), habiéndose estimado pérdidas de
hasta 3,000 millones de dolares (Spithill y cols., 1999; Piedrafita y cols., 2010; Toet y
cols., 2014).

Durante los Gltimos afios, se ha observado un progresivo aumento en la prevalencia de
la fasciolosis en Europa, probablemente debido al desarrollo de resistencia frente a los
antihelminticos de eleccion mas eficaces, aunque también se ha sugerido que el cambio
climéatico, con inviernos cada vez mas suaves, puede haber contribuido a dicha
elevacion (Fairweather, 2011; Fox y cols., 2011). En Espafia, la prevalencia de la
enfermedad es muy variable dependiendo de la region, debido a distintos factores que
influyen directamente en el ciclo bioldgico del parésito como, por ejemplo, la humedad.
De manera que, en regiones himedas, como puede ser Galicia, se describe una
prevalencia en ovejas del 83%, con un porcentaje de fasciolosis activa del 59,5% (Paz-
Silva y cols., 2003) y en bovinos del 67% (Arias y cols., 2013), o bien en la Comunidad
Autonoma de Castilla y Leon con un 59,3% de prevalencia de ovejas infectadas
(Martinez-Valladares y cols., 2013). Mientras que, en areas mucho mas secas de
Andalucia como Cérdoba y Granada, tan sélo se detecté un 3% de fasciolosis caprina en

los animales testados (Martinez Moreno y cols., 1996).

Igualmente, se ha de destacar que la infeccion humana por F. hepatica es una zoonosis
emergente en areas de América del Sur, Asia y Africa, en las que se han estimado entre
2,7 y 17 millones de personas afectadas (Mas Coma y cols., 2005; Nguyen y cols.,
2011), adquiriéndose la infeccion via ingesta de agua o vegetales contaminados con

metacercarias.

La intensidad del proceso patoldgico esta en funcion de la dosis infectante y de la pauta
de reinfeccion, pudiendo diferenciarse entre procesos agudos de alta mortalidad o, lo
que es mas frecuente, procesos cronicos con marcada repercusion en la produccion
carnica, lactea y lanar, asi como un descenso apreciable en la capacidad reproductiva
(Schweizer y cols., 2005).

En la actualidad, la lucha contra la fasciolosis en rumiantes estd basada casi

exclusivamente en el empleo profilactico y terapéutico de antihelminticos. Sin embargo,
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dichos tratamientos tienen varios inconvenientes como el corto periodo de accion de los
farmacos, lo que posibilita las reinfecciones si el animal continda pastando en prados
contaminados, obligando a un uso repetitivo en zonas endémicas con el consiguiente
coste econdmico y riesgo de adquirir resistencia a dichos farmacos. El triclabendazol es
el antihelmintico méas eficaz contra F. hepatica, ya que es el Unico activo frente a
formas inmaduras y maduras del paréasito (Boray y cols., 1983), mientras que otros
antihelminticos solo son efectivos en las fases maduras de 8 a 14 semanas post-
infeccion (Kelley y cols., 2016). Su uso extensivo ha dado lugar a cepas resistentes del
parasito que se han extendido por numerosos paises. En Espafia, se ha descrito
resistencia frente a este farmaco y ademas frente a otros antihelminticos como el

albendazol y clorsulén (Alvarez-Sanchez y cols., 2006; Sanabria y cols., 2013).

La obtencion de vacunas eficaces frente a helmintos, entre ellos F. hepatica, es un reto
importante para la comunidad cientifica ya que se trata de un parasito complejo con
numerosos mecanismos de evasion y/o modulacion de la respuesta inmunitaria del
hospedador. Esto supone una desventaja para el desarrollo de vacunas eficaces (Flynn'y
cols., 2010; Morphew y cols., 2013; Toet y cols., 2014; Molina-Hernandez y cols.,
2015).

Puesto que F. hepatica habitualmente cursa con infecciones crénicas, es un factor
esencial el conocimiento de los mecanismos de la respuesta inmunitaria efectiva del
hospedador implicados en la eliminacion de los parasitos, lo que permitiria seleccionar
de una forma racional el adyuvante, antigeno y pautas de vacunacion mas adecuados

para potenciar dicha respuesta eficaz (Flynn y cols., 2010).

Hoy en dia, se sabe que la fasciolosis puede originar una supresién del sistema
inmunitario, particularmente de la respuesta Thl, asi como problemas en la regulacion
del mismo, aumentando la susceptibilidad del animal parasitado a otras infecciones,
como pueden ser la salmonelosis y tuberculosis, e incluso interfiriendo en las pruebas
diagndsticas de dichas enfermedades (Flynn y cols., 2007; Claridge y cols., 2012). Este
hecho, esta contribuyendo incluso a la actual diseminacion de la tuberculosis en paises

como Reino Unido, a pesar de los programas de diagndstico y erradicacion.

Desde hace mucho tiempo, se estudia el papel de los eosindfilos en la defensa y en la

inmunidad del hospedador en infecciones por helmintos (especialmente frente aquellos
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que tienen un estado de migracién tisular como F. hepatica), asi como su papel en la
patologia. En la bibliografia, se ha demostrado que las ovejas de Java de cola delgada
(ITT) desarrollaron resistencias frente a la infeccién por F. gigantica pero no frente a F.
hepatica (Piedrafita y cols., 2007) gracias al papel de los eosin6filos como inductores de
una citotoxicidad celular mediada por anticuerpos (ADCC) contra F. gigantica. Es por
ello, que el estudio de una posible inmunomodulacion por parte de F. hepatica sobre
estas células efectoras supone hoy dia un punto importante para el conocimiento de los
mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador por parte del

parasito.

En la rata, se ha demostrado que la respuesta inmunitaria protectora ocurre durante los
estadios tempranos tras la infeccion a nivel intestinal o peritoneal (Van Milligen y cols.,
1998). Sin embargo, hasta la fecha, los ensayos vacunales en rumiantes se han centrado
en estudios de estadios tardios de la infeccion para evaluar la carga parasitaria y
eliminacion de huevos, lo que no ha permitido el estudio de los mecanismos de
respuesta y/o modulacion de la respuesta inmunitaria en fases tempranas de la infeccion,
que es cuando ésta es eficaz para la eliminacion de los parasitos en estadios juveniles.
En un ensayo vacunal realizado por nuestro grupo en cabras sacrificadas a los 7-9 dias
post-infeccion, se observo que algunos de estos animales, tanto vacunados con catepsina
L1 (Zafra y cols., 2013a), como con glutatién S-transferasa clase sigma (Zafra y cols.,
2013b), existia un significativo descenso de las lesiones hepaticas asociadas a un
significativo incremento de los eosinofilos peritoneales y de la expresion de iINOS en las
células inmunes peritoneales, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de
citotoxicidad celular, siendo el eosindfilo la célula efectora que jugaria un papel en la

respuesta inmunitaria efectora en animales vacunados.

La apoptosis 0 muerte celular programada, se ha postulado como un proceso usado por
los organismos para eliminar las células dafiadas o innecesarias y, de este modo,
prevenir condiciones patologicas manteniendo la homeostasis en los tejidos (Rosenberg,
2011). Los estudios publicados hasta la fecha, sobre la apoptosis causada por F.
hepatica como mecanismo de evasidn/modulacion de la repuesta inmunitaria del
hospedador, se centran en modelos murinos. En rata, se ha descrito la apoptosis
mediada por caspasas de eosinofilos y macrofagos peritoneales (Serradell y cols., 2007;
2009). También, se ha descrito que F. hepatica induce la apoptosis de los eosinéfilos

en el infiltrado inflamatorio hepatico en ratas in vivo (Guasconi y cols., 2012). Estudios
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in vitro realizados en ratas (Serradell y cols., 2007; 2009; Guasconi y cols., 2012),
demostraron que los productos de excrecion y secrecion de F. hepatica eran capaces de
inducir la apoptosis de eosinofilos y de macrofagos peritoneales, lo que sugiere que la
apoptosis de las células efectoras juega un papel fundamental en la evasion/supresion de
la respuesta inmunitaria. Ademas, la apoptosis de los linfocitos ha sido previamente
estudiada y juega un papel fundamental en infecciones por una gran variedad de
helmintos como Schistosoma japonicum (Xu y cols., 2010; Han y cols., 2013), S.
mansoni (Rumbley y cols., 2001), Necator americanus (Chow vy cols., 2000) y Taenia
crassiceps (Zepeda y cols.,, 2010). En determinadas ocasiones, se ha descrito la
apoptosis de los colangiocitos inducida por Opisthorchis viverrini, otro trematodo
hepatico (Jasakul y cols., 2012). La apoptosis de otras células efectoras ha sido
considerada como un mecanismo de inmunosupresion en infecciones parasitarias tanto

intracelulares como extracelulares (Shin y cols., 2000; Pinheiro y cols., 2004).

Otra importante regulacion de la homeostasis del sistema inmunitario es la ejercida por
las células T reguladoras (Tregs). Estas pueden suprimir la respuesta inmunitaria a
antigenos propios y prevenir enfermedades autoinmunes, pero ademas pueden controlar
la respuesta inmunitaria frente a bacterias, virus, parasitos y hongos. Esta limitacién de
la inmunopatologia, asociada a las respuestas inmunitarias frente a patégenos, resulta
beneficiosa para la supervivencia del patdgeno en el hospedador (Mills, 2004; Belkaid,
2007). De esta manera, gran variedad de helmintos como Teladorsagia circumcincta
(McNeilly y cols., 2013), Schistosoma mansoni (Mckee and Pearce, 2004), Schistosoma
japonicum (Tang Y cols., 2011), Onchocerca volvulus (Satoguina y cols., 2002), Brugia
malayi (Babu y cols., 2006), Heligmosomoides polygyrus (Finney y cols., 2007) y
Trichuris muris (Sawant y cols., 2014) inducen una expansion de células Tregs FoxP3+
que suprimen o modulan la respuesta inmunitaria del hospedador permitiendo, de este
modo, la supervivencia durante largos periodos de tiempo. Algunos estudios in vitro
han revelado que los macrdfagos esplénicos virgenes de raton tratados con productos de
excrecion y secrecion de F. hepatica (FhESP) se diferencian en macréfagos M2,

sugiriendo ese control de la inmunomodulacion también en este trematodo helminto.
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En base a todos estos antecedentes mencionados, y ante la falta de estudios respecto a
los procesos de evasion e inmunomodulacion ejercidos por F. hepatica en los
hospedadores naturales definitivos como son los pequefios rumiantes, en la presente

Tesis Doctoral nos planteamos los siguientes objetivos:

1. Evaluacion de la presencia y cuantificacion de fendmenos apoptéticos en
eosindfilos presentes en el infiltrado inflamatorio de higados procedentes de
ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica, tanto en las fases

migratoria como biliar de la infeccion (Primer trabajo).

2. Evaluacion de la presencia y cuantificacion de apoptosis en las diferentes
poblaciones de leucocitos localizadas en el peritoneo de ovejas infectadas
experimentalmente con F. hepatica durante la fase migratoria temprana de la

infeccion (Segundo trabajo).

3. Evaluacion de la presencia y distribucién de linfocitos T reguladores FoxP3+ en
el infiltrado inflamatorio de higados y nédulos linfaticos hepaticos de ovejas y
cabras infectadas experimentalmente con F. hepatica en estadios agudos y

cronicos de la infeccidn (Tercer trabajo).
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Resumen

La fasciolosis causada por Fasciola hepatica es una enfermedad econdmicamente muy
importante en rumiantes en climas templados. F. hepatica ha desarrollado una amplia
variedad de mecanismos para munomodular o suprimir la respuesta inmune del
hospedador haciéndola inefectiva, esto permite la supervivencia del parésito durante
afios. Esto constituye un serio obstaculo para la creacién de vacunas protectoras en
rumiantes. EI conocimiento de los mecanismos de inmunomodulacion llevados a cabo
por F. hepatica para evadir la respuesta inmunitaria del hospdador es crucial para

mejorar el disefio de vacunas.

En infecciones por helmintos, los eosinéfilos juegan un importante papel tanto en el
desarrollo de la patologia como en la defensa del hospedador. La apoptosis de estas
células efectoras ha sido descrita como uno de los principales mecanismos de
inmunosupresién o evasion durante las infecciones por helmintos. Existen trabajos que
sugieren que los productos de excrecion y secrecion de F. hepatica inducen la apoptosis
de los eosinofilos y de macrofagos peritoneales in vitro, asi en los infiltrados
inflamatorios en ratas in vivo. El empleo de anticuerpos anti-caspasa 3 es un método
facil, reproducible y sencillo para estudiar la presencia de apoptosis. El primer objetivo
de este estudio, incluido en el Primer Trabajo fue demostrar la existencia de este
fendbmeno, como método de evasion de la respuesta inmunitaria del hospedador en

ovejas infectadas con F. hepatica, in vivo.

Veinte ovejas de 7 meses de raza Merina fueron usadas en este experimento, divididas
en cuatro grupos (n=5). Los tres primeros grupos se infectaron oralmente con 200
metacercarias (mtc). El grupo 1 fue sacrificado a los 8 dias post-infeccion (dpi); el
grupo 2, a los 28 dpi, ambos para estudiar dos estadios tempranos de la infeccién; y el
grupo 3, a las 17 semanas post-infeccion (spi) para el estudio de fases crdnicas. El grupo
4 fue el control no infectado. El fendbmeno de la apoptosis se determiné mediante el
empleo de un anticuerpo policlonal anti-caspasa-3 activa en inmunohistoquimica, asi

como mediante un estudio ultraestructural con microscopia electrénica de transmision.

Las muestras de higados de las ovejas del grupo control negativo no mostraron células
apoptdticas. A los 8 dpi, numerosas células inflamatorias asociadas a la periferia de los
focos de necrosis resultado de la accion del parasito expresaron caspasa-3 en sus
citoplasmas. La tincion de Hansel nos permitié identificar estas células como

eosindfilos. El porcentaje de eosindfilos caspasa-3 positivas en torno a los focos de
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necrosis fue de 46.1 y 53.9% a los 8 y 28 dpi, respectivamente. A los 17 dpi, s6lo se
evidencio6 apoptosis relacionada con grandes conductos biliares que contenian al adulto
de F. hepatica en su interior. El estudio ultraestructural confirmé la presencia de
eosinofilos apoptéticos en el infiltrado inflamatorio hepético, con cambios tipicos de
apoptosis como la fragmentacidn nuclear y la condensacion periférica de la cromatina,
minima alteracion de las organelas, asi como la presencia de numerosos cuerpos

apoptoticos envueltos por membrana celular.

En el Segundo Trabajo el objetivo fue el estudio de la apoptosis de los leucocitos
peritoneales en ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica durante la fase
migratoria peritoneal en el hospedador. Fueron empleados cinco grupos, (n=5). El grupo
1 fue usado como control no infectado (control negativo), mientras que los grupos 2-5
fueron infectados oralmente con 200 mtc y sacrificados a los 1, 3, 9 y 18 dpi,
respectivamente. El fendmeno de la apoptosis fue detectado mediante el empleo de tres
métodos diferentes: 1) inmunocitoquimica empleando un anticuerpo policlonal anti-
caspasa-3 activa; 2) ensayo de citometria de flujo usando Anexina V-FITC/ yoduro de

propidio; y 3) microscopia electronica de transmision (TEM).

El recuento diferencial de leucocitos reveld que la mayoria de los granulocitos eran
eosindfilos, los cuales aumentaban en numero significativamente a los 9 y a los 18 dpi
con respecto al grupo control negativo. El estudio inmunocitoquimico reveld que el
porcentaje de leucocitos peritoneales caspasa-3* incrementd significativamente desde
los 3 dpi en adelante con respecto al grupo control. La citometria de flujo con anexina V
detectd desde el 1 dpi un incremento muy significativo (P<0.001) de macrofagos,
linfocitos y granulocitos peritoneales en estado de apoptosis, los cuales permanecian
maés altos que en el control negativo hasta los 18 dpi. El estudio realizado con TEM

confirmo la presencia de apoptosis en los eosinofilos peritoneales a los 18 dpi.

Los resultados recogidos en estos dos trabajos ponen de manifiesto por primera vez la
presencia de apoptosis inducida por F. hepatica tanto en los leucocitos peritoneales
durante su fase migratoria peritoneal, como durante su fase migratoria en el parénquima
hepético, asi como durante los estadios cronicos de la infeccion en ovejas in vivo.
Ademas, estos resultados, sugieren la importancia de la induccion a la apoptosis para la

supervivencia de las formas juveniles durante todo el estadio migratorio de la infeccion.



Resumen

Las ceélulas T FoxP3 reguladoras actualmente tienen un papel importante en el
mantenimiento de la homeostasis del sistema inmune asi como en la limitacion de la
inmunopatologia durante las infecciones por helmintos. Hasta la fecha el papel de los
linfocitos FoxP3+ no ha sido estudiado en rumiantes infectados con F. hepatica. El
objetivo del Tercer Trabajo de la presente Tesis Doctoral fue evaluar la presencia y
distribucion de linfocitos T reguladores en el higado y en los nddulos linfaticos en
ovejas y cabras infectadas con F. hepatica durante las fases agudas y crénicas de la

infeccion.

Dieciocho ovejas de raza Merina de seis meses de edad y 18 cabras de raza Malaguefia
de similar edad fueron utilizadas. Las cabras fueron divididas en tres grupos (n=6). El
grupo 1 fueron infectadas oralmente con 200 mtc y sacrificadas a los 9 dias post-
infeccion (dpi). El grupo 2 con 150 mtc y sacrificadas a las 15 semanas post-infeccion
(spi). El grupo 3 no infectados. Las ovejas fueron divididas también en tres grupos
(n=6). El grupo 4 infectadas con 200 mtc y sacrificadas a los 9 dpi. El grupo 5 con 150
mtc y sacrificadas a las 15 spi. Grupo 6 se utiliz6 como control no infectado. Se realiz6
un estudio histopatolégico e inmunohistoquimico de cortes histologicos seriados
separados 4 um tanto de los higados como de los nddulos linfaticos utilizando para ello
un anticuerpo policlonal anti-CD3 en el primer corte y uno monoclonal anti-FoxP3 en el
inmediatamente siguiente. Se realizé un recuento posterior de las células CD3* vy

FoxP3* tanto en infiltrado hepatico como en nddulos linfaticos.

En las lesiones agudas hepaticas (9 dpi) se evidencié un incremento del nimero de
CD3+ y FoxP3+ en ambas especies, lo que sugiere que los linfocitos T reguladores
podrian tener un papel importante en la modulacién de la respuesta inmune local que
podria contribuir en la supervivencia de F. hepatica durante la fase migratoria. En
nodulos linfaticos en fases agudas, solamente se vio un incremento de FoxP3 en cabras,
mientras que los CD3+ aumentaron en ambas especies. A los 15 spi, este incremento de
FoxP3+ se evidencié en ambas especies en nodulos linfaticos, aumentando ademas a
nivel hepatico, fundamentalmente alrededor de los grandes conductos biliares vy
granulomas, sugiriendo que FoxP3+ permite la supervivencia de adultos de F. hepética
y modula la respuesta para limitar el dafio hepéatico. Este es el primer trabajo que
describe la distribucion de FoxP3+ en fases agudas y en crénicas de la infeccion en
pequefios rumiantes y relaciona esta distribucién con la supervivencia del parasito en el

hospedador.
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Abstract

Fasciolosis caused by Fasciola hepatica is an economically important disease of
ruminants in temperate climates. F. hepatica has developed a variety of mechanisms to
modulate or suppress the host response making it ineffective, which allows the parasite
to survive in the host for years. The parasite host immune response modulation is a
serious obstacle for developing protective vaccines for ruminants. The knowledge of the
immunomodulation mechanisms carried out by F. hepatica to avoid the host immune

response is a key to improve the vaccines development.

In helminth infections, eosinophils play important roles both in developing tissue
pathology and in the host effector response. Apoptosis of effector cells such as
eosinophils and macrophages may play a role in the host immune evasion/suppression
induced by helminth infection. Studies in the rat model have demonstrated that secreted
excretory products of F. hepatica (FhESP) are able to induce apoptosis in eosinophils
and peritoneal macrophages -in vitro- and in the inflammatory infiltrate - in vivo-,
suggesting that apoptosis of effector cells may play a role in the host immune
evasion/suppression induced by F. hepatica infection. The use of activated caspasa 3
antibodies is an easy, reliable and sensitive method to study the presence of apoptosis in
tissue sections. The aim of this study, included in the First Work of this Thesis was to
identify and quantify apoptosis of eosinophils in the hepatic inflammatory infiltrates of

sheep challenged with F. hepatica during the migratory and biliary stages of infection.

Twenty 7-month-old female Merino-breed sheep were used for this study. The sheep
were allocated into four groups of five animals each: groups 1, 2 and 3 were orally
infected with one dose of 200 metarceriae (Ridgeway Research Ltd., Gloucestershire,
UK); group 4 was used as the uninfected negative control. Animals were sacrificed by
intravenous injection of thiobarbital at different stages of infection. Groups 1 and 2
were sacrificed at 8 and 28 days post-infection (dpi) to study the migratory stage of
infection. The animals of group 3 were sacrificed at 17 weeks post-infection (wpi) to
study the biliary stage of infection. Apoptosis was detected using two different methods:
immunohistochemistry (IHC) with a polyclonal antibody anti-active caspase- an

ultrastructural study with transmission electron microscopy (TEM).

Livers from group 4 showed no histopathological changes. At 8 dpi, numerous
inflammatory cells located at the periphery of necrotic foci, as well as cell debris

(apoptotic bodies), expressed caspase-3. The pattern of immunostaining was both
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cytoplasmic and nuclear. Serial sections stained with Hansel’s technique allowed us to
identify eosinophils. The percentage of caspase-3+ eosinophils with respect to caspase-
3— eosinophils at the periphery of necrotic foci was 46.1% and 53.9% at 8 and 28 dpi,
respectively. At 17 wpi, eosinophils located the inflammatory infiltrate surrounding
some hyperplastic bile ducts, often containing adult flukes, showed numerous caspase-
3" cells. The TEM study confirmed apoptosis in eosinophils in livers from groups 1 and
2. The ultrastructural study confirm the eosinophil apoptosis in the inflammatory
infiltrate. Apoptotic TEM changes consisted of margination-condensation of chromatin
(early changes) and cytoplasmic and nuclear fragmentation while maintaining cell
membranes and organelles, and the presence of several apoptotic bodies. The high

percentage of apoptotic eosinophils during the migratory stage of infection

The aim of the Second Work was to evaluate the presence and number of inflammatory
peritoneal leucocytes undergoing apoptosis in peritoneal fluid from sheep
experimentally infected with F. hepatica during the peritoneal migratory stages in the
host. Twenty five- merino sheep were used. They were divided into five groups (n=5):
Group 1 was used as an uninfected control group (UC) and groups 2-5 were orally
infected with one dose of 200 F. hepatica metacercariae and sheep from these groups
were sacrificed by an intravenous injection of thiobarbital at 1, 3, 9, and 18 dpi,
respectively. Apoptosis was detected wusing three different methods: 1)
immunocytochemistry (ICC) with a polyclonal antibody anti-active caspase-3; 2) Flow
cytometry assay using the Annexin V-FITC/propidium iodide (Pl) kit; and 3)
transmission electron microscopy (TEM).

A differential peritoneal leucocyte count during the course of F. hepatica infection
showed that the most of granulocytes were eosinophils, which increase their number at
9 and 18 dpi compared with the uninfected control group. The immunocytochemical
study revealed an increase of caspase-3+ leucocytes from 3 dpi onwards with respect to
uninfected control group. The Annexin V assay with flow cytometry detected
significant increase (P<0,001) of peritoneal macrophages, lymphocytes and
granulocytes in apoptosis from 1 dpi onwards, which were higher than negative control

until 18 dpi. The TEM study confirmed apoptosis in peritoneal eosinophils from 18 dpi.

All these results from the First and Second Work are the first descriptions of apoptosis

induced by F. hepatica in both peritoneal leucocytes during the peritoneal migratory
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stage, and eosinophils from the inflammatory infiltrate during the migratory stage in the
hepatic parenchyma, as well as, during the chronic stages of infection in sheep in vivo.
These results suggest that apoptosis of eosinophils, macrophages and lymphocytes
induced by F. hepatica may play an important role as a mechanism of modulation of the
host immune response, facilitating the parasite survival during the migratory and biliary

stages of infection.

Foxp3+ regulatory T cells represent a lymphocyte subset with an important role in the
maintenance of immune system homeostasis and they have a crucial role in immune
responses by limiting immunopathology associated with anti-pathogen immune
responses- including helminth infections-, but they can also be beneficial to the
pathogen through subversion of the host protective immune response. To date, the
distribution and role of Foxp3* Tregs has not been investigated in F. hepatica infected
ruminants, although it has been suggested that they may play a role in
immunomodulation caused by F. hepatica. The aim of the Third Work of this Thesis
was to evaluate the presence of Foxp3* Tregs in liver and hepatic lymph nodes (HLN)
from experimentally infected sheep and goats during acute and chronic stages of

infection.

Eighteen six-month-old male Malaguefia goats and 18 six-month-old Merino sheep
were used in this study. Goats were allocated into three groups (n=6). Group 1 was
orally infected with 200 mtc and sacrificed at 9 dpi. Group 2 infected with 150 mtc and
sacrificed at 15 wpi. Group 3 was used as uninfected control. Sheep were allocated also
into three groups (n=6). Group 4 was orally infected with 200 mtc and sacrificed at 9
dpi. Animals from group 5 were infected with 150 mtc and sacrificed at 19 wpi.
Pathological and immunohistochemical studies were carried out on 4-um serial sections
using a polyclonal anti-CD3 and monoclonal anti-Foxp3 antibodies. All the CD3* and
Foxp3* cells were count in serial sections of both hepatic inflammatory infiltrate and in

hepatic lymph nodes HLN from sheep and goats.

At 9 dpi, a significant increase of CD3* and Foxp3* regulatory T cells was found in the
hepatic inflammatory infiltrated of both goats and sheep. These results suggest that
Foxp3 regulatory T cells could have an important role in the modulation of local
immune response allowing the survival of F. hepatica during the migratory stage of

infection in sheep and goats. The HLN from acute stages only showed an increase of
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Foxp3* in goats while the CD3" cells were higher in both species compare with negative
control. At 15-19 wpi, the Foxp3* regulatory T cells increase in both species in HLN,
rising also their number in the hepatic parenchyma, mainly around large biliar ducts and
granulomas, suggesting that FoxP3* cells allow the survival of adult of F. hepatica and
modulate the immune response to limit the hepatic damage. In conclusion, the results of
the third work are the first report describing the distribution of Foxp3* regulatory T cells
in acute and chronic hepatic lesions and HLN of F. hepatica infected goats and sheep.
The expansion of regulatory T cells in acute and chronic hepatic lesions may be

involved in parasite survival as well as in minimising tissue pathology.
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Revisién Bibliografica

1.- ETIOLOGIA Y DISTRIBUCION

Fasciola hepatica (F. hepatica) es un helminto hermafrodita que se clasifica dentro del
phylum Platelmintos, clase Trematoda, subclase Digenea, orden Equinostomiformes y

familia Fasciolidae. Con una  folidcea y aplanada dorso-

ventralmente (Figura 1) y mide entre 18 y 51 mm de largo y de
4 a 13 mm de ancho. Este helminto presenta una coloracion
parda grisacea y su parte anterior forma una prominencia
conica a partir de la cual el cuerpo se ensancha para formar los
denominados “hombros”. Posee dos ventosas proximas entre si,

una ventral de mayor tamafio y otra oral. El parasito esta

dotado de un tegumento con espinas dirigidas caudalmente,

cuya funcion es tanto mantener la posicién en el interior de los
Fig. 1.- Ejemplar adulto
de Fasciola hepética.
vasos sanguineos (Bennett, 1975). Las formas adultas de este ~ Imagen extraida de

L, . ) . Mas-Coma y cols.
parasito se localizan en los conductos biliares mayores y 2914,

conductos biliares como erosionar el parénguima hepatico y los

vesicula biliar de gran cantidad de especies, aunque se

consideran mas susceptibles los rumiantes, principalmente ovinos (Manga y cols., 1990;
Konopka, 1993; Mitchell, 1995), caprinos (Khallaayoune y cols., 1991) y bovinos
(Gonzélez-Lanza y cols., 1989; Genicot y cols., 1991; Poglayen y cols., 1995). Con
respecto a la receptividad de los hospedadores definitivos es variable, estableciéndose
una clasificacion de los mismos en tres grupos. En el primer grupo, se incluyen aquellos
hospedadores que reaccionan rapidamente frente al parasito, evitando su desarrollo; el
segundo grupo, incluye los que reacciona con retraso ante la invasion parasitaria ya
implantada; y, en altimo lugar, los mamiferos méas susceptibles, en los que existe una

alta productividad parasitaria y una marcada patogenicidad (oveja, cabra y conejo).

La fasciolosis causada por F. hepatica (Andrews, 1999) es considerada una de las
enfermedades parasitarias de mayor repercusion sanitaria y econémica en la ganaderia
de rumiantes de todas las regiones templadas del planeta. Se han estimado las pérdidas
anuales causadas por este proceso en mas de 3,000 millones de ddlares a nivel mundial,
afectando principalmente a la ganaderia de bovino y ovino (Spithill y cols., 1999; Mas-
Coma y cols., 2005; Piedrafita y cols., 2010; Toet y cols., 2014).
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En Espafia, se ha descrito parasitacion por F. hepatica en ovejas, cabras, vacas, gamos,
cerdos, jabalies, asnos, caballos, conejos, liebres y, también, en la especie humana,
conformandose este proceso como una enfermedad zoonética (Rojo-Vazquez y Ferre,
1999). La prevalencia de la enfermedad, en nuestro pais, es muy variable dependiendo
de la region, debido a distintos factores que influyen directamente en el ciclo biolégico
del parésito. Un factor que resulta decisivo es la humedad, en Galicia, por ejemplo, se
describe una prevalencia en ovejas del 83%, con un porcentaje de fasciolosis activa del
59,5% (Paz-Silva y cols., 2003), mientras que, en &reas mucho més secas de Andalucia
como Cordoba y Granada, tan s6lo se detectd un 3% de fasciolosis caprina en los

animales testados (Martinez Moreno y cols., 1996).

Durante los ultimos afios se ha venido observando un progresivo aumento en la
prevalencia de la fasciolosis en Europa, probablemente debido al desarrollo de
resistencia frente a farmacos antihelminticos (Fairweather, 2011; Fox y cols., 2011;
Dalton y cols., 2013), aunque también puede ser debido a factores climatoldgicos
debido a inviernos més célidos que permiten la actividad del hospedador intermediario
(Galba truncatula) durante mas tiempo (Fox y cols., 2011) y la presencia a su vez del

estadio infectante del parasito (metacercaria) (Charlier y cols., 2014a).

Se trata, ademas, de una zoonosis creciente habiendose estimado que existen entre 2,7 y
17 millones de personas afectadas con 180 millones de personas en riesgo, siendo
especialmente alta la prevalencia en la zona de los Andes (Bolivia, Pert y Ecuador);
encontrandose una prevalecia méas baja en zonas de Egipto, sureste de Asia e Iran (Mas
Coma y cols., 2005; McManus y Dalton, 2006; Mas Coma y cols. 2009; Gonzalez y
cols., 2011; Molina-Hernandez y cols., 2015). En estos casos, se adquiere la infeccion
mediante la ingesta de agua o0 vegetales contaminados con metacercarias de F. hepatica.
Sin embargo, altas prevalencias en humanos no parecen estar correlacionadas con altas
prevalencias en el ganado (Mas-Coma y cols., 2014). Los casos de zoonosis en Espafia
parecen estar infravalorados y, fundamentalmente, confinados al norte del pais (Sorribes

y cols., 1990), con casos importados y autdctonos recientes (Turrientes y cols., 2004).
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2.- CICLO BIOLOGICO.

Se ha de tener en cuenta que este parasito presenta un ciclo bioldgico indirecto (Fig. 2)
con un marcado estenoxenismo en cuanto a su hospedador intermediario, requiriendo
moluscos del género Galba (anteriormente conocido como género Lymnaea) para
completar su ciclo. Especificamente la especie Galba truncatula (previamente Lymnaea
truncatula) se considera el principal hospedador intermediario (Fig. 3a). Este caracol
muestra una amplia distribucion geogréfica, si bien suele encontrarse en zonas himedas
y encharcadas. El ciclo bioldgico de F. hepéatica completo engloba unas 14 a 23

semanas (Mas Coma y cols., 2003) y consiste en cinco fases que engloban:

1.- Salida de los huevos del hospedador definitivo al medio ambiente y su posterior

desarrollo.

2.-Eclosion de los miracidios y su blsqueda activa de un hospedador intermediario,

generalmente un molusco gasterépodo, Galba truncatula.
3.- Desarrollo y multiplicacion de los miracidios dentro del hospedador intermediario.
4.- Salida de la cercaria del hospedador intermediario y su enquistamiento.

5.- Ingestion de las formas infectivas (metacercarias, Fig. 3b) por parte de los

hospedadores definitivos y el desarrollo de las formas adultas.

En los hospedadores definitivos infectados por adultos de F. hepatica, el parasito
adulto, tras 7-8 semanas de migracion por el parénquima hepatico, alcanzara los
conductos biliares y la vesicula biliar. Alli, puede llegar a producir de 20000-24000
huevos (Boray, 1969). Desde esta localizacion eliminan huevos no embrionados al
ambiente, los cuales completaran su desarrollo en el exterior. Estos huevos pasan de la
vesicula biliar al intestino mezclados con la bilis y salen al exterior con las heces
(Graczyk y Fried, 1999; Rojo-Vazquez y Ferre, 1999).
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Fig. 2.- Esquema del ciclo biolégico de Fasciola hepatica. Extraido desde J.P. Dalton.

Fasciolosis. CABI Publishing. 1999.

Figura 3a- Espécimen del principal
hospedador  intermediario:  Galba
truncatula de Europa. Figura 3b.-
Metacercarias  enquistadas en la
superficie de una hoja de crecimiento
en zonas acuosas. Ambas imagenes son
extraidas de Mas-Coma y cols. 2014.
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Los huevos son ovoides y operculados con un tamano de 130 a 150 um de largo por 60
a 90 pum de ancho y pueden permanecer viables en las heces entre 3 semanas y varios
meses, dependiendo de las condiciones ambientales y de la época del afio, lo que supone
una importante repercusion en la prevalencia de la enfermedad en las zonas de climas
propicios. La viabilidad del huevo es mayor en invierno que en verano (Rowcliffe y
Ollerenshaw, 1960).

Tras un periodo de maduracion y activacién a temperatura ambiente y a la luz, los
huevos eclosionan un miracidio, el cual se introduce en el hospedador intermediario. La
entrada en el hospedador intermediario se produce a traves del epitelio columnar del
pulmon del caracol y, al penetrar en el molusco, los miracidios pierden los cilios y se
transforman en los denominados esporocistos (Hope-Cawdery y cols., 1978; Boch y
Supperer, 1986). Los esporocistos se dirigen hacia el hepatopancreas del molusco y en
su interior se forma el siguiente estado larvario, llamado redia, que posee una ventosa y
un tubo digestivo primitivo y se alimenta de los tejidos del caracol. Si las condiciones
ambientales son adecuadas, las redias evolucionan dando lugar al siguiente estadio
larvario, la cercaria. Sin embargo, si no lo son, se puede producir una segunda
generacidn de redias a partir de las anteriores. Se considera que de un solo miracidio se

pueden generar hasta un total de 600 cercarias.

La cercaria, una vez que ha madurado, sale de la redia y del hospedador intermediario
hacia el exterior, donde pasa unas horas nadando en el agua. A continuacion, busca una
planta cercana y se mueve hacia las hojas de ésta, alli se deposita sobre la vegetacion y
se enquista, rodeandose por una cubierta resistente y dando lugar a la metacercaria,
forma infectante para los hospedadores definitivos (Andrews, 1999).

Aunque numerosos estudios afirman que las metacercarias pueden sobrevivir méas de un
afio en los pastos, es muy probable que su viabilidad y, por lo tanto, su poder de
infeccion no dure tanto tiempo, dependiendo de factores como la temperatura y
humedad (Soulsby, 1965).

Normalmente, la infeccion en los rumiantes tiene lugar durante el pastoreo, durante la
estabulacion, con el agua de bebida o al administrar henos y ensilados mal realizados.
No todas las metacercarias ingeridas se implantaran en el higado, pudiendo perderse en

la migracion intraorganica o eliminarse por las heces. La tasa de implantacion media de
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las metacercarias de F. hepatica se encuentra aproximadamente en el 40% (Rojo-

Vazquez y Ferre, 1999).

El desenquistamiento de las metacercarias tiene lugar en el interior del hospedador
definitivo en dos fases: la primera o de activacion, acontece en el rumen y se inicia
gracias a la alta concentracion de dioxido de carbono, el ambiente reductor y la
temperatura, cercana a los 39°C; la segunda o de emergencia, ocurre en el intestino
delgado, por debajo de la desembocadura del conducto colédoco y es desencadenada
por la bilis y por el propio parasito (Dixon, 1966; Smith y Clegg, 1981; Sukhdeo y
Mettrick, 1987).

Una vez libres las denominadas formas juveniles recientemente desenquistadas (en
inglés Newly Excysted Juveniles o NEJs), estas atraviesan la pared intestinal y se dirigen
al peritoneo, desde donde pueden colonizar cualquier tejido cercano, como los nddulos
linfaticos locales, aunque lo mas normal es que penetren dentro del higado. Es posible
que esta predileccion por el tejido hepatico sea debida a la proximidad anatomica y se
produzca de forma aleatoria (Sukhdeo y Mettrick, 1986, 1987).

3.- PATOGENIA

La patogenia de la fasciolosis fue descrita detalladamente durante los afios 60 y 70 por
distintos autores (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; Sinclair, 1967, 1968, 1970;
Rusthon, 1977; Rusthon y Murray, 1977).

Las importantes perdidas que la fasciolosis causa en ganado ovino en numerosas
regiones geograficas, han motivado que la patologia de la fasciolosis ovina debido a F.
hepatica haya sido ampliamente estudiada (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; Rusthon,
1977; Rusthon y Murray, 1977). Sin embargo, en el caso del ganado caprino dichos
estudios son mas limitados y recientes (Martinez-Moreno y cols., 1999; Pérez y cols.,
1999; Zafray cols., 2013).

El periodo de incubacion incluye desde la ingestion de las metacercarias hasta la

aparicion de los primeros sintomas. La maduracion y crecimiento de los parasitos
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envuelve un periodo de 12-16 semanas periodo durante el cual F. hepatica viaja entre y
dentro de los 6rganos, principalmente a través del peritoneo e higado (Behm y Sangster,
1999). Debido a que una sola larva puede pasar varias veces por la misma zona del
paréngquima hepéatico durante la migracion, es posible encontrar lesiones agudas y

lesiones mas organizadas en la misma seccién del tejido.

A.- Estadio prehepatico:

Se inicia sobre 72 horas tras haber sido ingeridas las metacercarias. En este momento,
ya es posible encontrar formas parasitarias juveniles en la cavidad abdominal, después
de haber atravesado la pared intestinal (Kendall y Parfitt, 1962). Esta fase suele ser
asintomatica. Ocasionalmente, F. hepatica puede migrar a otros drganos distintos al
higado, por ejemplo, al pulmon, provocando neumonia y pleuritis fibrosa (Boray, 1969).
Durante este periodo, las formas juveniles del parésito van a interactuar con los
leucocitos peritoneales de diferentes formas. Existen estudios que demuestran que 4
horas después de la inyeccion intraperitoneal en ratas de juveniles recién
desenquistados, provocan un considerable incremento de eosinéfilos rodeando al

parasito y llegando incluso a provocar su muerte (Duffus y Franks, 1980a).

B.- Estadio _hepatico: Los parasitos comienzan a llegar al higado a las 90 horas post-

infeccion (pi). Normalmente, los I6bulos hepéaticos que estan mas proximos al intestino
delgado (I6bulo izquierdo, en el caso de pequefios rumiantes, o I6bulo ventral, en otras
especies) suelen ser los mas afectados, produciéndose una hipertrofia compensatoria de
los 16bulos menos dafiados (Sinclair, 1967). Dentro de esta fase, a su vez, se diferencian
dos periodos:

- Fase parenquimatosa: Se produce la migracion de las formas larvarias del

parasito a través del parénquima hepatico.
- Fase biliar: En la cual las formas adultas alcanzan los conductos biliares y

vesicula biliar.

Algunas especies, como la oveja (Sinclair, 1962; Ross y cols., 1967; Rusthon, 1977;
Rusthon y Murray, 1977), el conejo (Urquhart, 1956) o el raton (Dawes, 1961, 1963a,
b), son bastante permisivas a la infeccion y la fase biliar es muy frecuente. En otras, sin
embargo, como la humana (Chen y Mott, 1990), sobreviven pocos parasitos a la fase

migratoria y su presencia en conductos biliares es menos frecuente.
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El dafio hepatico causado por la migracion del parésito y la intensidad del proceso
patologico estd en funcion de la dosis infectante y de la pauta de reinfeccion, pudiendo
diferenciarse entre procesos agudos de alta mortalidad o, lo que es mas frecuente,
procesos crénicos con marcada repercusion en las producciones carnica, lactea y lanar,
asi como un descenso apreciable en la capacidad reproductiva (Behm y Sangster, 1999;
Mulcahy y cols., 1999; Magbool y cols., 2000; Schweizer y cols., 2005).

En el caso de la oveja (Pérez y cols., 2002) y cabra (Martinez-Moreno y cols., 1999;
Pérez y cols., 1999), se ha demostrado que infecciones con dosis pequefias y repetidas
(de manera similar a las que se producen de forma natural) inducen lesiones hepaticas
mas severas que una Unica dosis infectante, ain cuando el nimero de metacercarias
totales administradas sea el mismo. Estos resultados sugieren que, en la oveja y la cabra,
la respuesta inmunitaria local puede contribuir al dafio hepatico durante la fase
migratoria. Se ha de tener en cuenta, al menos en pequefios rumiantes, la relacion
inversa existente entre la dosis infectante y la tasa de implantacion de la misma (Kendall
y Parfitt, 1962), lo cual podria explicarse por fendmenos de competencia bioldgica entre
las larvas juveniles o por el hecho de que a mayor dosis infectante, mas exacerbada es la

reaccion inmunitaria del hospedador (Boray y cols., 1967).

Por otra parte, el crecimiento de las formas inmaduras durante la migracién hepética
hace que aumenten de tamafio, provocando un incremento de las lesiones y de la
respuesta inflamatoria inducida (Behm y Sangster, 1999). Sin embargo, se ha descrito
que el dafo hepético causado por el pardsito durante la fase migratoria se debe,
principalmente, a la accion mecanica causada por las espinas y la ventosa oral. Aun asi,
es dificil evaluar el grado de importancia de las espinas sobre el dafio hepatico y si su

ausencia disminuiria o no la irritacion en conductos biliares (Behm y Sangster, 1999).

En cuanto a la ventosa oral, es la via a través de la cual F. hepatica obtiene la mayoria
de los nutrientes. Mediante esta ventosa, los parasitos jovenes perforan y destruyen los
hepatocitos, aspiran los restos celulares hasta la faringe y los ingieren, lo que implica un
considerable dafio tisular (Dawes y Hughes, 1964). Otro mecanismo que contribuye al
dafio tisular serian los denominados productos de excrecion-secrecion (FhESP) toxicos

liberados por el parasito, entre los cuales se han aislado diversas proteasas que
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ayudarian al parasito a digerir los tejidos adyacentes al mismo, facilitando la formacion
de los trayectos migratorios. Estos productos toxicos también producen necrosis de los
hepatocitos (Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 1996) y son capaces de producir una
disminucién en su capacidad metabdlica, especialmente de las enzimas microsomiales
(Lenton y cols., 1996).

3.1.- Lesiones

Normalmente, las lesiones mas evidentes en la fasciolosis se producen a nivel de higado
y nodulos linfaticos locales. El transito de las formas juveniles del parasito no produce
reacciones evidentes en la pared intestinal ni en la cavidad abdominal, excepto
pequefios focos hemorragicos en peritoneo, donde el parésito queda temporalmente
adherido (Kelly, 1993).

Las lesiones producidas en el higado por F. hepatica se clasifican en dos grupos
dependiendo de la fase evolutiva en la que se encuentre el proceso; el primero, coincide
con la fase parenquimatosa o migratoria, mientras que el segundo, se corresponde con la

localizacion biliar de los parasitos adultos (Dow Y cols., 1968).

3.1.1.- Fase parenquimatosa:

3.1.1.1.- Lesiones macroscépicas

Durante esta fase, se produce una gran variedad de lesiones, principalmente de tipo
traumatico, aunque existe un componente de necrosis por coagulacion relacionado
posiblemente con algunos productos de excrecion toxicos (FhESP) eliminados por el
parésito (Kelly, 1993; Chauvin y Boulard, 1996).

El tiempo de llegada de las larvas a la céapsula hepéatica depende de la especie
hospedadora y de la virulencia de la cepa parasitaria, entre otros factores. Sinclair y
cols. (1967) determinaron que en ovino se producia a las 90 horas pi. Sin embargo, en
ensayos experimentales se ha visto la llegada a las 48 horas. Bajo la capsula hepatica, se
pueden comenzar a localizar numerosas fasciolas juveniles a partir de los 10 dias post-
infeccion (dpi) durante una primoinfeccion. Sin embargo, en las reinfecciones, la
llegada del parasito es mas temprana, debido posiblemente a que se produce una
migracion més rapida (Sandeman y Howell, 1981; Chauvin y cols., 1995; Meeusen y
cols., 1995).
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En la 12 semana post-infeccién (spi), ya se puede observar una moderada congestién del
I6bulo izquierdo del higado, observandose a los 7 dpi focos hemorragicos (Zafra et al.,
2013a, 2013b), y a los 9 dpi ya se observan los primeros trayectos parasitarios, los
cuales presentan un aspecto blanquecino, miden entre 0,5 y 2 mm de ancho y de 5 a 15
mm de largo, son tortuosos y se localizan principalmente en la superficie diafragmatica
del higado, bajo la capsula de Glisson (Zafra et al., 2013a, 2013b). A partir de la 32 spi,
los trayectos adquieren una tonalidad amarillenta, presentan bordes blancos y hacen
prominencia sobre la superficie hepéatica. A veces, pueden aparecer areas hemorragicas
entre varios trayectos cercanos. En la 62 spi, la mayoria de los trayectos han perdido su
coloracion amarillenta, se hacen mas anchos (2-3 mm) y estan llenos de sangre, lo que
les confiere un matiz rojo oscuro. Es comun observar placas hemorragicas de mayor
tamafio (hasta 1 cm.) en la superficie visceral del I6bulo izquierdo. A la 8 spi, la
mayoria de los trayectos ya no presentan convexidad, debido principalmente a la
pérdida de su contenido; por otro lado, la superficie rugosa de la capsula hepética
favorece la aparicion de adherencias fibrinosas con 6rganos adyacentes (Sinclair, 1967,
Dow y cols., 1968; Rushton y Murray, 1977).

Las lesiones descritas anteriormente pueden sufrir modificaciones segin la carga
parasitaria que reciban los animales. Segin Ross y cols. (1967), se pueden distinguir
infecciones severas (mas de 5.000 metacercarias ingeridas) e infecciones moderadas
(entre 700 y 1.000 metacercarias ingeridas), tomando como animal de referencia la

oveja.

Normalmente, la mayoria de los parasitos alcanzan los conductos biliares, pero algunos
de ellos pueden quedar enquistados en el parénquima hepético. Estos quistes estan
constituidos por un contenido oscuro formado por sangre, detritus y excrementos de F.
hepatica, que con el paso del tiempo sera rodeado por macrofagos, células gigantes
multinucleadas y una cépsula de tejido conjuntivo. Finalmente, se convertiran en quistes
caseosos, que pueden mineralizarse o ser invadidos por tejido fibroso (Kelly, 1993).
Concretamente, en el caso de las cabras, se ha descrito que las principales lesiones
hepéticas son la perihepatitis fibrosa y abundantes trayectos tortuosos, mas severos en
animales reinfectados que en los infectados por una sola dosis, afectando principalmente

al l6bulo izquierdo (Pérez y cols., 1998).
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3.1.1.2.- Lesiones microscopicas

Entre la 12 y la 3?2 spi, la migracion de las formas inmaduras de F. hepatica da lugar a
tineles que contienen detritus celulares y sangre; aun asi, las hemorragias suelen ser
discretas, salvo las que se originan a nivel subcapsular (Dow y cols., 1968). Los tuneles,
en esta fase, se hallan ocupados por necrosis, detritus celulares y eosinéfilos y todo ello
estd rodeado por hepatocitos degenerados infiltrados por eosinéfilos y macréfagos
(Dow vy cols., 1968; Rushton y Murray, 1977; Kelly, 1993; Zafra et al., 2013a, 2013b).
En los trayectos mas antiguos, el infiltrado de eosin6filos es denso en la periferia,
mientras que la zona central esta ocupada por una masa de detritus celulares embebidos
dentro de una matriz amorfa eosinofilica. Posteriormente, esta zona central se retrae y el
infiltrado de eosindfilos disminuye, aumentando el nimero de macrofagos y también
existe un pequefio nimero de linfocitos y fibroblastos (Dow vy cols., 1968). Durante esta
fase, los parasitos frecuentemente atraviesan los vasos sanguineos provocando flebitis, y
en el caso de las venas hepaticas, trombosis. Por el contrario, en los espacios porta
cercanos a los trayectos, se establece un infiltrado inflamatorio, asi como edema, que
puede llegar a estenosar o incluso colapsar las venas portales (Dow y cols., 1968;
BVA’s TDC, 1974; Rushton y Murray, 1977). Otra lesion caracteristica de las
infecciones primarias agudas en la fasciolosis es la aparicion de microabscesos en el
paréngquima hepatico. La cicatrizacion de los trayectos parasitarios se completa entre la
122 y 162 spi, momento en el que la lesion es reemplazada por tejido fibroso (Dow y
cols., 1968; Rushton y Murray, 1977). En cabra y oveja, los trayectos que han originado
abundantes detritus celulares pueden tardar varias semanas mas en ser reabsorbidos,
permaneciendo con un centro necrético acidofilo constituido por detritus celulares
rodeados por células gigantes multinucleadas y células epitelioides, linfocitos, células

plasmaéticas y fibrosis periférica (Pérez y cols., 1999, 2003).

3.1.2.- Fase biliar

3.1.2.1.- Lesiones macroscopicas

Aungue es posible observar paréasitos de forma aislada en conductos biliares a la 42 spi,
lo normal es que la fase biliar se establezca a partir de la 122 spi (Rushton y Murray,
1977). A partir de este momento, los principales conductos biliares van a estar dilatados
y sus paredes engrosadas debido a la carga parasitaria, por lo cual hardn prominencia
sobre la cara visceral del higado, especialmente los conductos terminales, tanto por su

expansion como por la pérdida de parénquima hepatico que los recubre (Ross y cols.,
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1967; Dow vy cols., 1968; Rushton y Murray 1977; Reddington y cols., 1986; Kelly,
1993; Pérez y cols., 1999, 2003). En las infecciones primarias crénicas, la lesion mas
Ilamativa es una fibrosis periportal, acompafiada de proliferacion y engrosamiento de
los conductos biliares, que da un aspecto de pseudolobulillos a la superficie hepatica

(Meeusen y cols., 1995; Pérez y cols., 1999).

3.1.2.2.- Lesiones microscopicas

El hallazgo microscépico mas caracteristico de la fase biliar es la hiperplasia epitelial
que tiene lugar en los conductos biliares (Sinclair, 1967; Rushton y Murray, 1977). Es
frecuente que se produzca necrosis de la mucosa de los conductos que contienen
parasitos, pudiendo extenderse en ocasiones a otras capas mas profundas (Sinclair,
1967).

Segun Meeusen y cols. (1995), en las infecciones primarias cronicas la lesion mas
Ilamativa es la fibrosis periportal, acompafiada de proliferacion de los conductos biliares
e infiltrado linfoplasmocitario. Estas lesiones implican pérdida de parénquima hepético

y la consiguiente alteracion de la arquitectura normal del érgano.

En los conductos biliares de menor tamafio también se observa un engrosamiento
fibroso de la pared, aunque la hiperplasia de las células mucosas es mas rara. Muchos de
estos pequefios ductos estan llenos de huevos del parésito. Los huevos de F hepatica se
observan por primera vez en los conductos de mayor tamafio a las 12 spi, pero en la 20
spi ya aparecen en otros conductos mucho menores, algunos de ellos de localizacion
periférica, en los que no se localizan parasitos adultos (Dow y cols., 1968). La ruptura
de la pared de estos conductos biliares y de vasos sanguineos asociados es un hecho

comun y, frecuentemente, va asociado a la aparicion de infartos (Ross y cols., 1967).

En la especie caprina, particularmente tras infecciones repetitivas, se han descrito
lesiones en hepatocitos consistentes en dilatacion de reticulo endoplasmético liso
(Martinez-Moreno vy cols., 1999; Pérez y cols., 1999), dado que esta organela cumple
importantes funciones en el metabolismo y detoxificacién de numerosos toxicos. Esta
lesion podria estar originada por los productos de excrecion secretados por el parasito
(FhESP).
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3.2.- Lesiones en nddulos linfaticos hepaticos

Los nodulos linfaticos hepaticos (NLH) de animales infectados de manera natural o
experimental con F. hepatica suelen mostrar un severo aumento de tamafio (Chauvin y
cols., 1995). En el caso de infecciones severas, la médula aparece enrojecida al corte
(Zafray cols., 2008).

Microscdpicamente, este aumento del tamafio del nédulo se suele deber a la hiperplasia
de los foliculos linfoides y cordones medulares, la cual oscila entre moderada y severa.
También puede aparecer a veces, aunque en menor medida, una discreta hiperplasia de
las &reas paracorticales. En cuanto a la coloracion medular, observada
macroscopicamente, se debe a focos hemorragicos (agudos o cronicos) que se asocian
con la presencia de macrofagos cargados de hemosiderina. Con menor frecuencia,
puede aparecer un leve infiltrado de eosindfilos en cordones medulares y areas
paracorticales (Zafra y cols., 2008). Igualmente, se comprueba que durante la fasciolosis

se produce un aumento en la ratio linfocitos T CD4/CD8 (Meeusen y cols., 1995).

4.- RESPUESTA INMUNITARIA FRENTE A Fasciola hepatica

4.1 .- Introduccién

El sistema inmunitario de los animales ha evolucionado para proporcionar una defensa
eficaz contra un amplio rango de organismos infecciosos, incluyendo virus, bacterias,
hongos, protozoos y parasitos. Los mecanismos de defensa se pueden dividir en dos

sistemas distintos:

 Inmunidad natural o innata: este tipo de inmunidad no requiere un contacto

previo con el agente invasor para desarrollarse, es una respuesta rapida y de
amplio espectro y se encuentra mediada por el sistema del complemento,
macrofagos y otras células defensivas no especificas como las células “nratural
killer” (NK) vy las células dendriticas. Este tipo de inmunidad es fundamental

para el reconocimiento precoz de los microorganismos y actia como eslabén
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previo para el posterior desarrollo de la respuesta inmunitaria adquirida, la cual a
su vez modula y dirige al sistema inmunitario innato (Roitt, 2001).

« Inmunidad adquirida: Es mas lenta pero mucho mas especifica; estd mediada

por linfocitos T y linfocitos B, que a su vez actlan sobre varios elementos del

sistema inmune (Roitt, 2001).

4.2.- Respuesta inmunitaria natural

Las barreras fisiologicas naturales como la piel, mucosas, acidos gastricos, temperatura
corporal, etc., conforman un primer eslabdn defensivo frente a la infeccion por algunos
agentes; pero, generalmente, son poco eficaces en infecciones por helmintos. De hecho,
los jugos gastricos, mas que destruir las metacercarias de F. hepatica, ayudan en el

proceso de desenquistamiento (Dalton y Brindley, 1997).

Si el patégeno consigue superar estas primeras barreras fisioldgicas, el sistema inmune
innato desarrolla una respuesta basada en dos eventos: la liberacién de sustancias
bactericidas ¢ citocidas, que son capaces por si mismas de destruir el agente; y el

proceso de fagocitosis.

Como ejemplo del primer mecanismo defensivo dentro de la respuesta inmunitaria
innata cabria destacar la accidn del sistema del complemento. Este sistema esta formado
por una veintena de proteinas plasmaticas que actian como una cascada enzimatica y su
activacion resulta en una serie de productos capaces de lisar el agente invasor por ataque
directo, formando poros en sus membranas (Roitt y cols., 2001). Ademas, la activacion
del sistema del complemento induce una respuesta inflamatoria y provoca la
opsonizacion del agente, permitiendo su posterior fagocitosis por granulocitos y

macrofagos (Mulcahy y cols., 1999).

Algunos tipos celulares del sistema inmunitario innato también reconocen las
estructuras de carbohidratos de los microorganismos gracias a sus receptores de
superficie, siendo capaces de destruir directamente al agente sin necesidad de una

respuesta mas elaborada y tardia. Ademas, la estimulacion de dichos receptores induce a
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los macrofagos a sintetizar citoquinas que, subsecuentemente, estimulan el crecimiento

de los linfocitos e inducen una respuesta inmunitaria especifica.

El reconociminto inicial de las metacercarias y de los NEJs tiene lugar dentro del tracto
intestinal y con una activacién de la mucosa epitelial muy importante. EXisten
actualmente numerosos estudios enfocados en el reconocimiento de los NEJs, asi
autores como Garcia-Campos y cols. en 2016, estudiaron el reconocimiento de los
residuos de proteinas y carbohidratos glicosilados que se comportan como antigenos
tegumentales (Teg) e inducen la proliferacion de células T mediante la activacion de
celulas dedriticas (DC) (Aldridge y O'Neill, 2016). Mientras que el reconomiento de la
invasion de estos NEJs se encuentra actualmente bajo investigacion, tenemos la certeza
de F. hepatica tiene una influencia importantisima en un amplio rango de células

efectoras de la inmunidad innata.

Las celulas dendriticas (que mayoritariamente residen en tejidos linfoides) poseen
receptores similares a los de los macrofagos y pueden reconocer e interiorizar
glicoconjugados de microorganismos, provocando una respuesta inmediata frente a
estos agentes. Uno de los mecanismos clave que actualmente se considera muy
relevante, es el hecho de que las DC sean diana de numerosas fracciones antigénicas y
de proteinas especificas de parasitos capaces de modular el fenotipo de las DC
suprimiendo su maduracion (Hamilton y cols., 2009; Dowling y cols., 2010) generando
efectos de tolerancia antigénica (Falcon y cols., 2010) que muestran, por consiguiente,
efectos supresores en la autoinmunidad (Carranza y cols., 2012). Recientemente se han
descrito mediadores especificos de esos efectos, como la molécula Knutz (Falcon y

cols., 2014) o glicanos tegumentales (Aldridge y cols., 2016).

Recientemente se han descrito efectos similares en los mastocitos y células cebadas
procedentes de ratones (Vukman y cols., 2013), pero la funcién de estos mastocitos no
esta realmente definida ni hay evidencia de que sea protectora en ratas (Van Milligen 'y
cols., 1998). Estas células inflamatorias son residentes en tejidos que responden ante la
activacion tanto del sistema inmune innato como el adquirido produciendo y liberando
diferentes mediadores inflamatorios presentes en sus granulos citoplasmaticos
(histamina, proteasas, carboxipeptidasas y proteoglicanos). Estas células son también

capaces de sintetizar prostaglandinas, leucotrienos y determinadas citoquinas como el
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factor de necrosis tumoral alpha (TNF-a) o interleuquina 4 (IL-4) (Prussin y cols.,
2003). Ademas, son capaces de liberar determinadas sustancias activas contra los
parasitos al unirse los complejos antigeno parasitario-IgE con sus receptores de IgE de
alta afinidad (Gurish y cols., 2004; Yoshimoto y cols., 2006). Se estima que su papel es
mas determinante en estadios iniciales (peritoneo) de la infeccion (Doy Yy cols., 1981;
Wicki y cols., 1991; Van Milligen y cols., 1998). Sin embargo, se ha descrito en
bovinos que tras la infeccidon con F. hepatica existe escasa evidencia del incremento de
porcentaje de mastocitos (Bossaert y cols., 2000b; McCole y cols., 1998), mientras que
en la infeccién con F. gigantica en bufalos se han descrito incrementos en el nimero de

mastocitos en el infiltrado inflamatorio hepatico (Molina y Skerratt, 2005).

En numerosos procesos parasitarios podemos encontrar una poblacion de células
cebadas residentes intraepiteliares (llamadas “leucocitos globulares™) responsables de
los fendbmenos de rechazo rapido de parasitos a nivel epitelial (Huntley y cols., 1984;
Stankiewicz y cols., 1993; Balic y cols., 2000). Sin embargo, el origen de estos
leucocitos globulares ain es campo de controversia pues también se ha demostrado en
la especie caprina que expresan receptores yd, como determinados linfocitos (Konno y
cols., 1995).

No existen estudios sobre el papel de los basdfilos en la infeccion con F. hepatica, pero
se ha descrito que existe una breve elevacion de la basofilia en circulacion tras la
infeccion (Poitou y cols., 1993). Conociendo el importante papel de los basofilos como
las principales células secretoras de 1L-4 en respuesta a antigenos tipo-proteasas (Sokol
y cols., 2008) y debido a la abundante cantidad de proteasas que estan presentes en la
infeccion por F. hepatica, el estudio de los baséfilos podria resultar una importante via

de investigacion.

Las células fagocitarias, tanto macrdfagos como neutrofilos, ademéas de su funcion
fagocitica, pueden liberar sustancias que actuan directamente contra el agente invasor
como determinados reactivos derivados del 6xido nitrico o especies activas de oxigeno:
peréxido de hidrogeno y sus derivados (Roitt, 2001; Piedrafita y cols., 2007). Un
estudio realizado en cabras infectadas con F. hepatica demostraron una deficiente

respuesta fagocitica por parte de los neutr6filos comparada con los animales control, y
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ademas dicha respuesta estuvo correlacionada con la carga parasitaria. (Martinez-

Moreno y cols., 2000).

Otras células, como las llamadas “Natural Killer” (NK) presentan receptores en su
superficie que pueden reconocer al agente invasor y provocar su citolisis (Fearon y
Locksley, 1996). Estas células actian en estrecho contacto con el agente diana (células
tumorales, células infectadas por virus, etc.), sobre el cual liberan el contenido de sus

granulos (destacando la perforina) produciendo su destruccion.

Los parasitos de gran tamafio, como es el caso de los helmintos, no pueden ser
fagocitados y parece ser que el organismo ha solucionado este problema mediante el
desarrollo de un sistema de destruccion extracelular mediante los eosinofilos. Estas
células son polimorfonucleares con granulos caracterizados por su afinidad hacia

colorantes acidos (Butterworth y cols., 1981; Gleich y cols., 1984).

Tanto los eosinéfilos como los macr6fagos han demostrado un importante papel en ratas
de citotoxicidad celular mediadad por anticuerpos (ADCC) contra F. hepatica (Van
Milligen y cols., 1998), asi como los macrofagos procedentes de bovino in vitro pueden
maar NEJs (Duffus et al 1980), aunque este proceso ha sido cuestionado por autores
como Glauert y cols. (1985). Los eosinofilos tienen receptores de superficie para el
componente C3b del complemento vy, al activarse dichos receptores, son capaces de
generar metabolitos de oxigeno activo. Ademas, ciertos compuestos presentes en sus
granulos son capaces de provocar dafios a nivel de la membrana del agente invasor

(perforinas, etc.).

4.3.- Respuesta inmunitaria adquirida

La respuesta inmunitaria adquirida estd mediada por dos poblaciones de linfocitos: los
linfocitos B, responsables de la inmunidad humoral y los linfocitos T, responsables de la
inmunidad celular. En comparacion con el sistema inmune innato, el sistema inmune
adquirido se caracteriza por presentar especificidad, memoria y capacidad para

discriminar entre antigenos propios y extrafios (Roitt y cols., 2001).
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4.3.1.- Inmunidad celular

Los linfocitos T portan en su superficie receptores (TCR), que en colaboracion con
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), son capaces de
reconocer péptidos antigénicos especificos (Roitt, 2001). Otro receptor que se hayan
practicamente en todos los linfocitos T y puede ser usados para distinguirlos de los
linfocitos B es el CD2. Este CD2 esta presente en la mayoria de los linfocitos T,
timocitos y celulas NK. Por su parte, el receptor CD3 (molécula asociada a TCR), esta

presente en todos los linfocitos T maduros y timocitos (Roitt y cols., 2001).

A su vez, los linfocitos T pueden presentar o no otra serie de co-receptores, entre los
que destacan los denominados CD4 y CD8 que desarrollan diferentes funciones y sirven
de base para su clasificacién (Bernard, 1984), dividiéndolos en dos poblaciones
autoexcluyentes. Dentro de cada una de dichas subpoblaciones se pueden diferenciar
linfocitos T de memoria (cuya funcidn seria proporcionar una mas rapida respuesta tras
el contacto con un antigeno ya conocido) y linfocitos T no inmunizados especificamente

contra ningan antigeno (Zuckermann y cols., 1996).

Los linfocitos T se clasifican en funcion de las caracteristicas de su receptor principal.
El receptor TCR es una proteina heterodimérica compuesta bien por cadenas v (TCR-
1) o bien por cadenas aff (TCR-2) que permite a las células T reconocer una gama muy

amplia de anticuerpos (Mulcahy y cols., 1999; Roitt, 2001).

o 4.3.1.1.- Linfocitos Tyo+
El papel de las células Tyd+ no esta esclarecido por completo (Girardi y
cols., 2006). En el caso de los rumiantes, los linfocitos Tyd se pueden
dividir en dos poblaciones que difieren en su funcion y distribucion organica
(Davis y cols., 1996).
La poblacion mas numerosa en rumiantes y la que mayormente aparece en
sangre periférica no expresa CD2 y es CD4-/CD8- (Wyatt y cols., 1994),
siendo Unicamente CD3+ (Mackay y cols., 1989; Davis y cols., 1993).
Ambas poblaciones expresan receptores con cadenas TCR-1, consistentes en
heterodimeros vd, al contrario que los heterodimeros aff de las células con
receptores TCR-2 (CD4+ y CD8+).
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En el caso de los rumiantes, los linfocitos TCR-yd constituyen un
componente del sistema inmune mayor que en otras especies (Hein y
MacKay, 1991), llegando a representar hasta un 60-75% de los linfocitos
periféricos circulantes en terneros neonatos, bajando més tarde al 10% en

rumiantes adultos (Wyatt y cols., 1994; Caro y cols., 1998).

Estos linfocitos son escasos en los drganos linfoides periféricos de animales
normales (como el bazo o los nddulos linfaticos); sin embargo, son la
poblacion linfoide dominante en los epitelios (Janeway y cols., 1988). Asi
pues, se ha comprobado la existencia de subpoblaciones de estas células en
superficies epiteliales como la piel, glandula mamaria e intestino (Wyatt y
cols., 1994; Navarro y cols., 1996; Girardi y cols., 2006).

Los linfocitos Tyd+ son los responsables de mantener la vigilancia
inmunoldgica a nivel epitelial, monitorizando la integridad de los epitelios
mediante el reconocimiento y destruccién de aquellas células alteradas, las
cuales expresan en determinadas ocasiones (infecciones, neoplasias) un tipo

molecular especifico de MHC tipo I (Girardi y cols., 2006).

o 4.3.1.2.- Respuesta mediada por linfocitos T colaboradores (T helper cell, Th):
Se han identificado dos subpoblaciones principales de linfocitos T CD4+
colaboradores (Th). Se han llamado células T “helper 1 (Thl) y “helper 2”
(Th2). Pueden distinguirse por la combinacion de citoquinas que son
capaces de secretar.

e Células Thl: Responden a antigenos presentados por células dendriticas
mieloides y por células B usando la molécula coestimuladora CD80. Se
produce una respuesta Thl y las células Thl secretan IL-2, interferdn
gamma (INF-y) y TNF-B. A las pocas horas de la estimulacion antigénica,
se promueve una respuesta inmune mediada por células y el retraso de una
reaccion de hipersensibilidad y de la activacion de macréfagos.

e Células Th2: Responden a antigenos presentados por células dendriticas
linfoideas o plasmocitoides y por macrofagos, y menos a antigenos
presentados por linfocitos B. Se induce una respuesta Th2, mediante la

secrecion de IL-4 y se produce una coestimulacién a partir de CD86. Una
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vez activadas, las células Th2 van a secretar 1L-4, IL-5, IL-10 e IL-13.
Estas citoquinas de respuesta Th2 promueven la proliferacion de linfocitos
B asi como la secrecion de inmunoglobulinas, aumentando la produccion de

IgG1 e IgA hasta 20 veces y la produccién de IgE hasta 1000 veces.

Ambas respuestas celulares estdn fuertemente asociadas proporcionando
inmunidad frente a helmintos, pero sin embargo produce un descenso en
decrece la resistencia frente a micobacterias y otros organismos

intracelulares. (Tizard, Veterinary Immunology, 2012).

La respuesta inmunitaria generada frente a parasitos helmintos, y en particular frente a
trematodos, esta caracterizada por una respuesta inmune Th2, que involucra a citoquinas
IL-4, IL-5 e IL-13, asi como IgE y células efectoras especializadas como basofilos,
mastocitos y eosinéfilos (Abbas y cols., 1996; Klion y cols., 2004; Nutman y cols.,
2013). Sin embargo, en la fasciolosis, no parece ser una respuesta realmente protectora.
Las ovejas infectadas con F. hepatica presentan en el bazo una mezcla de citoquinas
Th1/Th2, sin embargo, en el transcurso de la infeccion de ahi en adelante, se produce un
aumento de la expresion génica de Th2, pero no de Thl (Alvarez y cols., 2015). Se ha
descrito, ademas, que la magnitud de esta respuesta Th2 esta directamente relacionada

con la carga parasitaria (Clery y cols., 1996).

El desencadenamiento de una respuesta Th2 parece asociado a una produccion temprana
de IL-4. El origen de esta liberacién es poco claro, aunque probablemente se produzca
por parte de macrdfagos y algunas células T que se estimulen via receptores de
superficie diferentes a los de la lectina como por ejemplo, linfocitos yo+ intraepiteliares,
que son capaces de liberar citoquinas ante determinados estimulos (Ferrick y cols.,
2000).

Si bien la mayoria de los parasitos son sensibles a esta respuesta inmunitaria tipo Th2
(sobre todo los nematodos intestinales), otros han evolucionado y han conseguido evitar
dicha respuesta inmunitaria (Pritchard y cols., 1997). Diversos estudios sugieren que
determinados helmintos provocan una respuesta inmunitaria Th2, de la cual son capaces
de protegerse, para evitar los mecanismos defensivos potencialmente toxicos

dependientes de una respuesta Thl (Finkelman y cols., 1991; Pearce y Sher, 1991;
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Allen y Maizels, 1997). Como un claro ejemplo de mecanismo dependiente de una
respuesta inmunitaria tipo Thl que se muestra eficaz frente a los procesos parasitarios,
cabria destacar la accion citotoxica realizada por los macrofagos. Estas células, una vez
activadas por la accion de diferentes citoquinas, intervienen como células efectoras en la
inmunidad protectora frente a un amplio rango de parasitos protozoarios y helmintos
como Leishmania spp., Toxoplasma gondii, Trypanosoma cruzi, 6 Schistosoma mansoni
(Mulcahy y cols., 1999).

Como la gran mayoria de los parasitos helmintos, la infeccién por F. hepatica provoca
una respuesta inmunitaria tipo Th2. Asi diversos estudios han demostrado que tanto la
IgE (Bossaert y cols., 2000a) como los eosinofilos y las células cebadas (Bossaert y
cols., 200b), juegan un papel muy importante en la respuesta inmunitaria que tiene lugar
especificamente en el higado de vacas infectadas con F. hepatica. Varios trabajos
previos ya habian descrito dicha importancia en la mucosa intestinal de ratas (Doy y
cols., 1982; Van Milligen y cols., 1998; Kesik y cols., 2007) y de vacas (Wicki y cols.,
1991) infectadas con F. hepatica.

Sin embargo, se ha descrito que esta respuesta tipo Th2 es incapaz de eliminar o detener
al parasito (Mulcahy y cols., 1999), por lo que cabria suponer que F. hepatica puede
superarla. Cabe incluso la posibilidad de que el parasito polarice la respuesta del
hospedador hacia una respuesta Th2 para asi defenderse de una respuesta Thl, la cual
podria resultar méas eficaz para controlar al parasito (Maizels y cols., 1998; Maizels y
cols., 2004).

De hecho, en el caso de la fasciolosis, en las especies susceptibles se produce un cambio
en el tipo de respuesta inmunitaria predominante desde un tipo Thl (o ThO en otras
especies) inicial hacia una respuesta Th2 final en fases crénicas de la infeccion, lo cual
resulta en beneficio para el parasito. Asi, por ejemplo, el anticuerpo dominante en
parasitaciones cronicas es la IgG1 en terneros, ovejas y ratas (O’Neill y cols., 2000),
identificAndose en estas especies también IgE (inmunoglobulinas caracteristicas todas

ellas de respuestas tipo Th2).

En cuanto a la respuesta temprana frente a la fasciolosis, un trabajo realizado en ganado
vacuno por Clery y cols. (1998), concluyé que la infeccion con F. hepatica daba lugar a

una proliferacion de linfocitos con rapida produccion de IFN-y, lo que era indicativo de
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un patrén Thl en las fases iniciales del proceso. Si extrapolamos la dicotomia Th1/Th2
que tiene lugar en ratones (Pearce y cols., 1991; Pearce y Sher, 1991), la deteccién de
IFN-y en las primeras fases de la infeccion y su ausencia en infecciones crénicas,
demostraria la polarizacion de la respuesta en funcion del curso de la infeccidn,

permitiendo la supervivencia del parasito durante las fases cronicas de la infeccion.

o 4.3.1.3 Linfocitos T citotdxicos (Tc)
Las células Tc (CD8+) son las encargadas de destruir aquellos virus,
bacterias o protozoos que infectan las células del hospedador, tejidos
trasplantados asi como células cancerigenas (Roitt, 2001). Estos linfocitos
se encuentran restringidos al MHC tipo I, estando su accién y activacion
controlada por parte de los linfocitos T colaboradores. Los antigenos
derivados de los agentes infecciosos intracelulares son procesados en los
endosomas y presentados juntos al MHC clase | en la superficie de la célula
infectada. El reconocimiento de este complejo péptido-MHC clase | por
parte de los receptores TCR-of3 de linfocitos T CD8+ inicia el proceso de
destruccion de la célula infectada, normalmente mediado por la produccion
de radicales libres de oxigeno y perforinas (Roitt, 2001). Por lo general, las
células Tc no son capaces de mediar la eliminacion de parasitos eucaridticos

extracelulares, incluidos los helmintos (Mulcahy y cols., 1999).

4.3.2.- Inmunidad humoral

La cinética que siguen las células B, en la bibliografia, tanto en animales infectados con
F. hepatica solamente como infectados por el trematodo y vacunados, sugieren un papel
protector. Chung y cols. (2012), destacaron el acumulo de células B CD19+ en el bazo
de ratones infectados con F. hepatica. De igual forma autores como Zafra y cols. (2010)
describieron un incremento de células IgG+ en la corteza de nddulos linfaticos
hepaticos y en el higado que cuya cifra incrementaba en animales vacunados.
Igualmente, Molina y Skerratt (2005) un incremento en el infiltrado de células
plasmaticas en el higado de bufalos y terneros infectados con F. gigantica. En ovejas
infectadas con F. hepatica, se describié un incremento del 11% en el nimero de células
B reclutadas a nivel de nddulos linfaticos hepaticos (Meeusen y cols., 1995). La

dindmica de la secrecion de anticuerpos estd relativamente descrita con una
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seroconversion a las 4 semanas de la exposicion de practicamente todos los animales
infectados experimentalmente (Flynn y Mulcahy, 2008). En ratas, durante las 10
primeras semanas pi se produce un incremento general de IgG1, 1gG2 y de IgE y tan
solo un descenso de IgM (Poitou y cols., 1993). Sin embargo, en el ganado bovino, el
balance de isotipos fue a favor de 1gG1 sobre 1gG2, a pesar de que tanto en bovino
como en ovino, el isotipo 1gG2 se asocia con la expresion de resistencia o proteccion
contra la infeccién (Pleasance y cols., 2011b; Golden y cols., 2010). La IgG2 se conoce
como la responsable junto con los eosinofilos a traves de una respuesta ADCC en ratas
(Van Milligan y cols., 1998).

En la cabra, los niveles de IgG especificas anti-FhESP comienzan a ascender a las 2 spi,
alcanzandose un pico de produccién a las 12 spi, tras el cual se mantiene el nivel o

desciende lentamente (Martinez-Moreno y cols., 1997; 1999).

4.4 .- Papel de los eosinéfilos en infecciones por helmintos

En el ganado bovino y en el ovino, F. hepatica, induce un incremento de eosinofilos
tanto a nivel hepatico como a nivel sistémico, dandose en F. gigantica el mismo
fendmeno (Chauvin y cols., 2001; Zhan y cols.,, 2005) siendo uno de los
acontecimientos principales, estando también intimamente asociada a otras patologias
gastrointestinales y al asma en humanos. Paradodjicamente, en estudios vacunales
realizados en terneros y cabras se produjo una reduccién del porcentaje de eosindfilos
(Wedrychowicz y cols., 2007; Zafra y cols., 2013a). Ademés de ello, se demostré que
las ovejas de Java de cola delgada (ITT) desarrollaban resistencias frente a F. gigantica
pero no frente a F. hepatica. Piedrafita y cols. (2007) demostraron el papel de los
eosindfilos como ADCC contra F. gigantica, pero no contra F. hepatica; sin embargo,
Pleasance y cols. (2011a) demostraron que la eosinofilia periférica no se relacionaba

con una resistencia a F gigantica.

Todos estos hechos, demuestran que los eosinéfilos no actian solamente a nivel del
intestino o a nivel de la cavidad peritoneal si no, que su papel es muy importante en el

propio higado de las especies hospedadoras.
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Desde hace mucho tiempo, se estudia este papel de los eosinofilos en la defensa y en la
inmunidad del hospedador en infecciones por helmintos (especialmente frente"a los que
tienen un estado de migracion tisular), asi como su papel en la patologia. A este
respecto, es importante resefiar que el porcentaje de eosinofilos de forma normal en
sangre circulante se sitia en torno al 2-5%, mientras que en un individuo infectado por
un parasito helminto este porcentaje de eosinofilia puede aumentar al 40% (Reimert y

cols., 2006), lo cual denota la importante presencia de este tipo celular.

Morfologicamente, los eosinofilos se caracterizan por tener un nicleo bilobulado y tres
tipos de granulos citoplasmaticos diferentes: granulos especificos, que tienen una
estructura central cristaloide granulos primarios, los cuales no poseen un nucleo
cristaloide y aparecen en la maduracion temprana; y granulos pequefios, cargados de
enzimas como la arilsulfatasa. Cuatro proteinas toxicas especificas de los eosinofilos
son almacenadas en sus granulos: la proteina basal principal-1 (MBP-1), la peroxidasa
propia de los eosinofilos (EPO), la neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) vy la
proteina cationica eosinofilica (ECP). MBP-1, ECP y EPO son consideradas las toxinas
mas potentes frente a los helmintos (Walsh, 2001). De forma similar a como lo hacen
los neutrofilos, los eosindfilos pueden fagocitar material extrafio, asi como bacterias,

levaduras, e incluso parasitos, aungque con una menor eficacia (Shamri y cols., 2011).

Determinadas citoquinas son fundamentales para la supervivencia y la induccién de este
tipo celular, como IL-5, IL-3 y el factor estimulante de granulocitos y macrofagos (GM-
CSF). Sin la presencia de estas citoguinas, se produce la apoptosis de los eosinofilos en
condiciones in vitro (Weller, 1994; Wardlaw y cols., 1995; Shin, 2000). Por otro lado,
un tratamiento con corticoides, la union con el receptor Fas o con CD69 pueden acelerar
la muerte de los eosinéfilos (Tsuyuki y cols., 1995). Principalmente, parece ser que su
funcion requiere de IL-5, lo que sugiere una asociacién con una respuesta inmune Th2
(Nizet, 2008).

Los eosinofilos no solo forman parte de la defensa del hospedador, si no que estan
directamente implicados en la patogénesis de la enfermedad y en el dafio tisular. Los
eosinéfilos son capaces de causar dafio mediante diversos mecanismos, incluyendo
citotoxicidad, dafio fisico causado por la infiltracion tisular (ocupacion de espacio) y
fendmenos tromboembdlicos causados por una hipercoagulabilidad inducida por

eosinofilos (Weller and Bubley, 1994); sin embargo, mecanismos como la liberacién del
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contenido proteico de sus granulos y otras sustancias citotdxicas son los que mejor se
correlacionan con el dafio tisular inducido por eosinéfilos. De este modo, se ha
demostrado en infecciones con Brugia malayi que la MBP-1 y la EPO tienen una
regulacion negativa de la patologia inflamatoria en el pulmén, asi como de las
respuestas adaptativas (Cadman y cols., 2014). En modelos de Brugia filariasis, la
presencia de eosindfilos es necesaria para destruir al parasito en infecciones primarias,
pero no secundarias tanto de la microfilaria L3 de B. pahangi como de B. malayi
(Ramalingam y cols., 2003; Simons y cols., 2005). Existen en la literatura muchos
ejemplos de la muerte del parasito mediada por eosinofilos, como el hallazgo de gran
cantidad de eosintfilos y de sus productos en torno a sitios de degeneracion de las
microfilarias en la oncocercosis (Ackerman y cols., 1990). Existen otros estudios que
detallan el papel de los eosindfilos durante la infeccion por Strongiloides stercolaris
poniendo en evidencia el importante papel como célula efectora durante la infeccion
primaria, estando el contenido de los granulos directamente relacionado con la muerte
del parasito (Herbert y cols., 2000; Galioto y cols., 2006). Sin embargo, en infecciones
secundarias, los eosinéfilos tienen un papel mas inmunomodulador y su presencia es
necesaria para la implantacion de una respuesta protectora mediada por IgM (Herbert y
cols., 2000).

Estudios realizados en Schistosoma mansoni con lineas de ratones con una completa
ablacion de sus eosinofilos, comparandolas con las lineas wild type, no mostraban
diferencias en la carga parasitaria, en el depdsito de huevos ni en las lesiones hepaticas,
sin embargo, si que se evidencio una capacidad de los eosinofilos de concentrarse en los
granulomas en respuesta a un estimulo Th2, sugiriendo un papel importante en la
limpieza de los detritus celulares y el remodelado tisular (Swartz y cols., 2006). Asi se
demuestra en estas infecciones una proteccion del dafio tisular in vitro pero no in vivo.
Aungue es bien conocido que los eosinodfilos actian con capacidad defensiva en la
mayoria de las situaciones, existen evidencias de que podrian tener un papel sinérgico y

de colaboracion con los helmintos (Ravin and Loy, 2016).

Los eosindfilos, por tanto, juegan un papel muy importante en el desarrollo de la
patologia tisular (Cadman y cols., 2014) y, también, en la respuesta inmunitaria efectiva
del hospedador frente al parasito. En este sentido, en ratas infectadas con F. hepatica, se
ha asociado una respuesta inmunitaria efectiva con un aumento del infiltrado de

eosinofilos en la lamina propia del intestino en los estadios tempranos de la infeccion
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(Van Milligen y cols., 1998;1999). En otro estudio realizado en ratas infectadas con F.
hepatica, los eosindfilos peritoneales producen gran cantidad de 6xido nitrico (Jedina y
cols., 2011). Ademas, estudios previos sugieren que los eosinofilos de bovino incubados
con suero de bovino son incapaces de provocar dafio alguno a las formas juveniles de F.
hepatica, sin embrago, la enzima MBP-1 obtenida de eosinofilos procedentes de
bovinos es capaz de acabar con las formas juveniles del parasito a bajas concentraciones
(Duffus y cols., 1980b).

4.5.- Papel de los Linfocitos T reqguladores (Tregs) en infecciones por helmintos

Todos los agentes infecciosos se encuentran intimamente relacionados con el sistema
inmunitario del hospedador. De esta forma, bacterias, virus, hongos, protozoos y
helmintos, son capaces de inmunomodular esta respuesta a favor de su transmision y de
su supervivencia en el hospedador. Pero los linfocitos Tregs son muy beneficiosos en
muchas ocasiones para el hospedador, de manera que permiten una disminucién de la
inmunopatologia asociada a enfermedades autoinmunes, asi como a la sensibilidad a
determinados patdgenos. Pero en este contexto, la influencia que ejercen no siempre es
benigna (Berkaid y Tarbell, 2009).

El tipo predominante de células Tregs es CD4+ y puede presentar en su superficie la
cadena IL-2Ra o expresar el factor de transcripcion de FoxP3 o ambos (Gavin y cols.,
2007). Los linfocitos Tregs que expresan a su vez FoxP3 pueden producir IL-10 e IL-
35. La IL-10 puede producirse mediante una respuesta Thl o bien durante una respuesta
Th2 (que a su vez secretarian 1L4) esto ha permitido que el grupo de linfocitos Tregs
FoxP3+ productores de IL-10 esté bien definido por participar en ambas respuestas.
Ademaés, tenemos células Y productoras de TGF-B (originalmente llamadas Th3) y

pueden tener también capacidades reguladoras.

Las poblaciones de células Tregs FoxP3+ se dividen en dos tipos principales segun su
origen: de origen timico (o natural) -tTregs- e inducidos (o via adaptativa). Los
primeros, se producen en el timo y estan presentes en el torrente sanguineo antes de que
el agente patdgeno o el dafio aparezca. Los Tregs de origen timico tienen un fenotipo
CD4+, CD8+ y FoxP3+ y su déficit resulta en enfermedades autoinmunes fatales
(Rubtsov y cols., 2010). Ademas, las células T CD4+ pueden ser inducidas a presentar

en su superficie FoxP3+ y adoptar funciones reguladoras, expandiendo incluso el rango
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de las funciones Tregs hacia antigenos exdgenos (Bluestone y Abbas, 2003). Se
adquieren en el contexto de una infeccién o un proceso neoplésico (Adalid-Peralta y
cols., 2011). Sin embargo, este fenotipo puede revertirse y perder la expresion de CD25

0 de FoxP3 bajo determinadas condiciones.

En este sentido, existen algunas diferencias entre las infecciones por agentes
microbianos y las ocasionadas por parasitos helmintos, mientras que en las infecciones
viricas, bacterianas o causadas por protozoos, el aumento de la produccion de IL-10
imparte resistencia a la infeccién (Couper y cols., 2008, Moore y cols., 2001), el papel
de la IL-10 en las infecciones por helmintos, dominadas por una respuesta Th2, es
mucho mas complejo. Por ejemplo, se ha demostrado que es esencial para proteger
frente a la inmunopatologia en schistosomiasis cronicas, pero es igualmente necesaria
en los estadios iniciales de la infeccion para establecer una respuesta Th2 dominante,
incluso es necesaria para la expulsion de Trichinella spiralis del intestino (Helmby y
Grencis, 2003; Beiting y cols., 2007).

5.- INMUNOMODULACION Y EVASION DE LA RESPUESTA
INMUNITARIA EJERCIDA POR Fasciola hepatica

Dada la naturaleza invasiva del paréasito, éste queda expuesto de manera importante al
sistema inmunitario, tanto humoral como celular, del hospedador. Pero a pesar de ello,
F. hepatica puede sobrevivir en sus hospedadores durante largos periodos de tiempo (1-
2 afios en bovinos y hasta 20 afios en oveja), hecho directamente relacionado con la

capacidad de modulacién de la respuesta inmune del hospedador.

Cada estadio del desarrollo parasitario puede ser antigénicamente diferente y esto
provoca que la respuesta del hospedador frente a las infecciones por helmintos esté a
veces caracterizada por una serie de discretas respuestas inmunitarias que envuelven
diferentes periodos durante el curso de la infeccion. Una respuesta inmunitaria
protectora directamente contra un solo estadio podria ser eludida con la diferenciacion
del paréasito, ayudando a la supervivencia del patdgeno y otorgandole una resistencia

inmunomediada.
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Hipotéticamente, la inmunomodulacion de la respuesta inmunitaria deberia ser
beneficiosa para ambos, tanto para el hospedador como para el parasito, protegiendo al
helminto de ser erradicado y, por otro lado, impidiendo una respuesta pro-inflamatoria
excesiva que provocaria importantes dafios tisulares. Sin embargo, cuando el sistema
inmunitario contacta con la infeccién o con sus moléculas antigénicas comienza una
intensa respuesta para intentar erradicar al parasito. Pero F. hepatica, a medida que
aumenta su carga parasitaria y el tiempo post-infeccion es capaz de ir modulando esas
respuestas permitiendo su supervivencia en detrimento del hospedador (Maizels y cols.,
2004; van Riet y cols., 2007).

5.1.- Localizacion final del parasito

Tanto los antigenos como los huevos liberados por los parésitos adultos llegan al
intestino a través de conductos biliares y colédoco junto a la bilis, lo cual limita en gran
parte la respuesta inmunitaria que deberian inducir. Es por este motivo por el que los
niveles de anticuerpos inducidos en ratones, ratas, ovejas y vacas descienden una vez
que el parésito penetra dentro de los conductos biliares (Hanna, 1980a; Meeusen y
Brandon, 1994; Clery y cols., 1996).

Por otra parte, los niveles de inmunoglobulinas en conductos biliares de vacas
infectadas son 12 veces menores que los medidos en sangre, predominando la IgA, lo

que confirma la escasa actividad inmunoldgica a este nivel (Hughes y cols., 1981).

5.2.- Glucocéliz

Es l6gico asumir que la mayoria de las interacciones entre el parasito y el hospedador
tendran lugar en la superficie parasitaria, la cual va a desarrollar un papel importante en
la proteccion contra el sistema inmune (Mulcahy y cols., 1999). No existe evidencia de
que el parasito absorba macromoléculas del hospedador en su superficie para
enmascararse como sucede en otros parasitos, por ejemplo, Schistosoma spp. La
superficie de F. hepatica es una membrana simple cubierta por un espeso glucocaliz
polianiénico de unos 40 nm, compuesto por glucoproteinas que proyectan cadenas de
oligosacéridos y gangliosidos terminados en acido sialico. El glucocaliz superficial de

F. hepatica puede contribuir a la evasién inmune de tres formas distintas: La
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composicion del glucocaliz sufre una serie de cambios durante el desarrollo del parasito
en el hospedador, lo que hace que el sistema inmune tenga que luchar contra un “blanco
variable” (Hanna, 1980 a,b). El glucocaliz se encuentra en un proceso continuo de muda
y es reemplazado por vesiculas secretoras del parésito. En las formas inmaduras del
parasito, el cambio total del glucocéliz puede durar solamente 3 h (Hanna, 1980 b,c).
Todo esto no permite que células defensivas como los neutréfilos y eosindfilos puedan
establecer un contacto estrecho y suficientemente duradero con el parasito para permitir
su degranulacion y destruccion, ya que se desprenden junto al glucocéliz (Duffus y
Franks, 1980a; Hanna, 1980b). La liberacion de productos de desecho del glucocéliz
puede crear un flujo circulatorio que dificulta la accién de los anticuerpos en una

reaccion inmunitaria potencialmente letal (Duffus y Franks, 1980a).

5.3. -Evasion de la accidon del sistema del complemento

Las larvas recién desenquistadas son per se muy sensibles a la accion del sistema del
complemento. Sin embargo, no se ha podido demostrar la union de C3 a la superficie de
las mismas, lo cual podria explicarse por la presencia de &cido sialico terminal en
componentes del glucocdliz, el cual es capaz de evitar la activacion del complemento
por la via alternativa (Baeza y cols.,, 1994). Del mismo modo, también se ha
comprobado que existen mecanismos que bloquearian la via clasica (Montgomery y
cols., 1986). Todos estos factores podrian explicar la gran resistencia de las fasciolas

juveniles recién desenquistadas a la accion del sistema del complemento.

5.4.- Cambios antigénicos durante la migracion parasitaria

Los anticuerpos desarrollados en nédulos linfaticos mesentéricos son diferentes a los de
nodulos linfaticos gastrohepaticos y a los del bazo, presentando diferentes patrones de
reaccion frente a diferentes antigenos. Igualmente, se provocan distintas respuestas
isotipicas (por ejemplo, la produccion de IgE es mucho mayor en los nddulos linfaticos
hepaticos que en los mesentéricos o en el bazo, mientras que la de IgA es mayor en los
nddulos linfaticos mesentéricos). Estos hallazgos sugieren una particular regulacion de
las citoquinas secretadas por las células T en cada una de estas zonas. Esta variacion en
el tipo de respuesta inmunitaria hace que ésta sea menos efectiva que si se tratase de un

Gnico mecanismo defensivo (Meeusen y Brandon, 1994).
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5.5.- Capacidad migratoria a través del parénqguima hepatico

Los tdneles migratorios del parénquima hepatico de ovejas primoinfectadas con F.
hepatica aparecen rodeados por granulocitos (eosindfilos y neutr6filos), macréfagos, y
linfocitos T y B (Meeusen y cols., 1995). Sin embargo, mientras los parasitos jovenes se
hallan presentes en esos tuneles, no se observa infiltracion linfocitaria rodedndolos. En
estadios posteriores el infiltrado celular se incrementa, pero solo se observa junto a los
espacios porta y zonas lesionadas, y no rodeando a las fasciolas. De esta forma, los
parasitos tienen la suficiente motilidad como para “dejar atras” al infiltrado
inflamatorio; mientras éstos pueden atravesar el higado sin obstaculos, los leucocitos
tienen que abandonar los capilares sanguineos del espacio porta y atravesar el tejido
intersticial hasta llegar a los tuneles en los que se encuentra el helminto (Meeusen y
cols., 1995).

En el caso de las reinfecciones, los parasitos pueden avanzar mas rapidamente al evitar
zonas previamente lesionadas y Unicamente migrar por zonas sanas, lo cual explicaria
que en sucesivas reinfecciones los parasitos migren mas rapidamente que en las

primoinfecciones (Meeusen y cols., 1995).

5.6.- Modulacion del tipo de respuesta hacia Th2 y su influencia en otras

infecciones

Durante las infecciones por helmintos, la funcion de las células inmunes innatas como
células dendriticas y macréfagos, son manipuladas por el parasito. Una vez infectado el
hospedador, estas células desarrollan fenotipos que promueven la diferenciacion de los
linfocitos colaboradores Th2 produciendo citoquinas como IL-4, IL-5 e IL-13 y

estimulando la secrecion de anticuerpos 1gG1, IgE e IgA.

Los linfocitos Tregs secretan citoquinas como IL-10 y TGF-B, con un papel
antiinflamatorio fundamental, suprimiendo el desarrollo de células Thl y limitando la
magnitud de la respuesta Th2, permitiendo disminuir ademas el dafio tisular hepético
del hospedador. Esta capacidad de supresion de la respuesta inmune Thl en el

hospedador estd directamente relacionado con un aumento de la susceptibilidad del
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animal parasitado a otras infecciones como pueden ser la salmonelosis, clostridiosis y
tuberculosis, e incluso interfiriendo pruebas diagndsticas de dichas enfermedades
(Brady y cols., 1999; Flynn y cols., 2007; Dalton y cols., 2013).

En el caso de la tuberculosis, es bien conocido que la proteccion que se desarrolla frente
a Mycobacterium esta caracterizada por una fuerte respuesta Thl especifica, sin
embargo, la coinfeccion con helmintos, impide esa respuesta Thl necesaria para
eliminar Mycobacterium derivandola hacia una respuesta inmune Th2 o un estado
antiinflamatorio. Flynn y cols. (2007) demostraron que las células mononucleares
aisladas de la sangre periférica (PBMCs) de animales infectados con F. hepatica y
Mycobacterium bovis secretaban niveles reducidos de IFN-y en respuesta a la
estimulacién con antigenos micobacterianos comparado con PBMCs de animales
infectados solo con M. bovis. Garza-Cuartero y cols. (2016) describieron que F.
hepatica era capaz de reducir la carga de Mycobacterium bovis y suprimir la respuesta

pro-inflamatoria asociada.

En infecciones por F. hepatica se ha descrito que existe una induccion al fenotipo M2
de los macréfagos. Esto ocurre durante los tres primeros dias post-infeccion en ratones.
Al producirse esta induccién hacia la via alternativa M2, estos macrofagos pierden su
funcion efectora proinflamatoria, perdiéndose ligandos de receptores tipo TLR (Toll-
like receptors) y contra F. hepatica pasando a una respuesta Th2 de tipo reparativo
(Donnelly y cols., 2005, 2008).

La presencia de todos esos mecanismos inmunes (Th2, derivacion hacia macrofagos
M2) regulados por F. hepatica son de vital importancia para la proteccion de tejidos

vitales, particularmente el higado, del dafio causado por la larva migrante.

5.7.- Inmunomodulacién de los linfocitos T reguladores FoxP3 (Tregs FoxP3)

Grainger y cols. (2010) mostraron in vitro que los productos de excrecion y secrecion de
la larva L4 de Teladorsagia circumcincta inducian la expresion de linfocitos Tregs
FoxP3, un factor de transcripcion intimamente involucrado en la activacion de linfocitos
T CD4+. Sugiriendo, de esta forma, que el parasito podria inducir activamente las

respuestas reguladoras de las células T durante la infeccion. De igual forma, estudios de
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los estadios larvarios de Ostertagia ostertagi han demostrado que pueden suprimir la

activacion y proliferacion linfocitaria in vitro (Gomez-Mufioz, 2004).

La induccion de celulas Tregs FoxP3 ha demostrado en muchas ocasiones ser un
importante mecanismo mediante el cual determinados helmintos son capaces de reducir
la respuesta inmune para aumentar su supervivencia. Un estudio realizado por McNeilly
y cols. (2013), demostré que el estadio L4 de T. circumcincta elevaba el namero de

células Tregs FoxP3 en el abomaso en estadios tempranos de la infeccion.

Las infecciones cronicas que se producen en los helmintos, en los hospedadores
mamiferos permiten el incremento de Tregs FoxP3 que suprimen de forma eficaz las
respuestas Thl, Th2 y Thl7. Al mismo tiempo, la produccion de citoquinas

inflamatorias

5.8.- Productos de excrecidon y secrecion de Fasciola hepatica (FhESP): Potentes

moléculas inmunomoduladoras

Donnelly y cols. (2005) demostraron que los ratones a los que se le administraron
intraperitonealmente en tres ocasiones 10 pg de FhESP durante una semana,
desarrollaron una respuesta inmunitaria Th2. Tras esta respuesta Th2 inducida, se pudo

evidenciar la supresion del desarrollo de la respuesta Thil.

Estos FhESP se han conseguido separar por fracciones mediante cromatografia y se ha
analizado su capacidad de mimetizar la actividad inmunomoduladora en infecciones in
vivo. Robinson y cols. (2009) describen dos principales fracciones: la peroxirredoxina
(FhPrx) y la molécula de defensa contra helmintos (FnHDM-1). Estudios in vivo e in
vitro han demostrado que la FhPrx es responsable de activar al fenotipo M2 de los
macrofagos, los cuales no responden a los estimulos inflamatorios clasicos y promueven
la diferenciacion de la respuesta inmunitaria hacia Th2. Rodriguez y cols. (2015)
demostraron que los glicoconjugados de F. hepatica eran capaces de promover la
produccion de IL-4 e IL-10 y suprimir la produccion de IFNy por parte de los
esplenocitos durante la infeccion, dilucidando con ello algunas de las moléculas

responsables de la regulacion inmunitaria. Ademas, la FnHDM-1 se ha propuesto como
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similar a catelicidina en mamiferos lo que significa que controla la respuesta inmune
innata en los hospedadores. La catelicidina mas estudiada en humanos es la LL-37 y se
expresa en neutrofilos, macrofagos y en células de mucosas epiteliales en respuesta a la
estimulacién por mediadores inflamatorios y microorganismos. De este modo, FnHDM-
1 se ha llegado a proponer como un potencial agente terapéutico anti-sepsis (Robinson y
cols., 2011)

5.9.- Apoptosis de células efectoras mediada por Fasciola. Hepatica

El proceso de la apoptosis se puede definir como “el conjunto de reacciones
bioquimicas que tienen lugar en la célula y que determinan su muerte de una forma
regulada en respuesta a una serie de acontecimientos fisiologicos o patologicos”. Se
producen una serie de estimulos o sefiales hacen que la célula decida su propia muerte,

es lo que se ha calificado como la muerte que permite vivir.

Los organismos usan este proceso para eliminar todas aquellas células dafiadas o
innecesarias para prevenir condiciones patolégicas y mantener la homeostasis tisular
(Rosenberg, 2011). La maquinaria de transmision de las sefiales apoptoticas es
compleja. Una vez iniciada la sefal, ésta se transmite a través de distintas proteinas
adaptadoras. Sin embargo, todas las sefiales convergen al final en la activacién de una
familia de cistein-proteasas, denominadas caspasas, que cortan a la proteina diana detras
de un residuo de aspartico, de ahi el nombre que reciben (cystein-dependent aspartate-
directed proteases). Las caspasas son las encargadas, en ultimo término, de iniciar el
proceso de muerte celular y activan a otras enzimas que degradan multiples proteinas,
con el consiguiente desmantelamiento de la arquitectura celular. La implicacion de estas
proteasas en los procesos de apoptosis esta ampliamente documentada, sefialandose la
caspasa-3 como la proteasa ejecutora del proceso en ultima instancia (Alnemri y cols.,
1996; Taylor y cols., 2008).

El proceso de apoptosis puede ocurrir por dos mecanismos: 1- receptor de muerte o
extrinseco y 2- mitocondrial o intrinseco (Devit y Marshall, 2011). El primer

mecanismo involucra la union u oligomerizacion de los receptores de muerte en la
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superficie celular que disparan el proceso de apoptosis. Estos receptores en la superficie
celular pertenecen a una superfamilia de una citoquina llamada Factor de Necrosis
Tumoral (TNF). Estos receptores se encuentran expresados en muchos tejidos y células.
Recientemente, se ha demostrado que la apoptosis mediada por estos receptores tiene un
rol importante en una variedad de procesos bioldgicos como dafio de tejidos,
homeostasis inmunologica y proteccion contra microorganismos patogenos. En
contraste, el mecanismo mitocondrial se pone en marcha mediante diferentes respuestas
al estrés intracelular como son lesiones en el ADN, cambios en las concentraciones de
calcio intracelular y estrés endoplasmatico. La liberacion mitocondrial del citocromo C
es un evento constante en la apoptosis y desencadena la cascada de muerte celular
dependiente de las enzimas caspasas, culminando en la fragmentacion celular. (Yoon y
cols., 2002; Canbay y cols., 2004).

Diferentes patdgenos, entre los que encontramos virs, bacterias y protozoos han
desarrollado estrategias para inducir la apoptosis de las células inmunitarias y no
inmunitarias del hospedador (Luder y cols., 2001; Herold y cols., 2012). Incluso, en
patégenos intracelulares como Toxoplasma gondii y Leishmania spp. utilizan la

apoptosis de este modo (Bienvenu y cols., 2010).

En el caso de las infecciones ocasionadas por helmintos, la promocién de la muerte
celular programada de las células efectoras facilita la proliferacion del parésito, asi
como incrementa la longevidad de los helmintos dentro del propio hospedador mediante

la disminucion del nimero de células efectoras viables (Chow y cols., 2000).

Los autores Chen y cols. (2002) publicaron un trabajo donde sugerian que durante el
estadio de schistosomula de Schistosoma mansoni, el parésito era capaz de liberar
mediadores moleculares, a través de sus secreciones, que podian inducir la apoptosis de
las células T de la piel, instaurandose como un mecanismo evasivo de la respuesta

celular inicial por parte del hospedador.

Durante la migracion de F. hepatica a través de los tejidos del hospedador, se produce
un rapido cambio del glucocalix externo del tegumento del parasito, 1o que previene el
ataque de los granulocitos, debido a que los anticuerpos producidos comienzan a ser

incapaces de adherirse la superficie del parasito que se esta renovando (Hanna, 1980
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a,b). Esas glicoproteinas liberadas forman parte de FhESP y contactan directamente con
el sistema inmunitario del hospedador induciendo la modulacién del mismo de
diferentes maneras. Ademas, estudios realizados mediante la inmunizacion de ratones
con ESP de parasitos adultos de Nippostrongylus brasiliensis, demuestran que estos
productos inducen una potente respuesta Th2, sugiriendo que el desarrollo y
mantenimiento de este tipo de respuesta no es debido a un fallo en el desarrollo de una
respuesta Thl, sino a una induccién de una significativa respuesta Th2 por parte del

parésito (Maizels y cols., 2004).

F. hepatica puede sobrevivir en el hospedador durante largos periodos de tiempo. La
induccion de las células efectoras del hospedador por parte de F. hepatica y de sus
productos ha sido reconocida en numerosas ocasiones como un mecanismo eficaz para
suprimir la respuesta inmunitaria (Serradell y cols., 2007, 2009; Guasconi y cols.,
2012). Desde este punto de vista, los FRESP son capaces de inducir la apoptosis de los
eosindfilos mediante la actuacién sobre vias mitocondriales. La principal cascada
activada por los FNESP que resulta en la apoptosis de los eosinéfilos es la via de la

tirosin quinasa (Serradell y cols., 2007).

Serradell y cols. (2009), estudiaron el principal mecanismo a través del cual tanto el
parésito adulto como sus FhESP mediaban la apoptosis de los eosinéfilos. En ese
trabajo de investigacion, se reveld que FhESP incrementaban la produccion de especies
reactivas de oxigeno (ROS), en particular, H202 causando la despolarizacién de la
membrana mitocondrial, provocando la liberacién del citocromo C y consecuentemente

la activacion de la cascada de las caspasas.

Guasconi y cols. (2012) ha descrito la capacidad de los FRESP de inducir la apoptosis
de otras células efectoras, como macrofagos, durante un estuio in vitro que evaluaba los
efectos de los FhESP en los macrd6fagos peritoneales obtenidos en ratones infectados
con metacercarias de F. hepatica. Incluso, recientemente en una universidad de Arabia
Saudi (Al-Megrin y Al-Qahtani, 2016) han descrito la activacion de determinados genes
que controlan la expresion de caspasa-3 asi como de promotores de la apoptosis como

Bax y Bcl-2, en hepatocitos de ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica.

En la bibliografia sobre esta materia podemos encontrar ademas otros ejemplos
concretos que relacionan a estos ESP directamente con la induccion de la apoptosis,

habiéndose estudiado en determinados helmintos como en Paragonimus westermani, en
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el cual se ha evidenciado in vitro que son capaces de disminuir, de un modo dosis
dependiente, la supervivencia de eosinofilos, mediante la induccion a la apoptosis de los
mismos (Shin, 2000). En el caso de FhESP, se ha demostrado que también tienen
propiedades inmunomoduladoras tanto in vivo como in vitro. Ademas, son capaces, por
ejemplo, de suprimir la proliferacion de linfocitos inducida por concavalina-A en ovinos
(Jefferies y cols.,1996). Y se ha demostrado que participan en la liberacién proteolitica
de inmunoglobulinas (Heffernan y cols., 1991), que tienen funcion antioxidante (Hillyer
y cols., 1992), promueven la supresion de la hipersensibilidad de tipo retardada (Cervi y
cols., 1996).

La apoptosis, por tanto, se ha descrito que juega un papel muy importante en la
patogénesis de gran cantidad de infecciones por helmintos (Zakeri, 2017), como
Schistosoma japonicum (Xu y cols., 2010; Han y cols., 2013), S. mansoni (Rumbley y
cols., 2001), Necator americanus (Chow y cols., 2000) y Taenia crassiceps (Zepeda y
cols., 2010), permitiendo, mediante esta estrategia evasora del sistema inmunitario del
hospedador, la supervivencia del parésito. Estos pardsitos inducen la apoptosis de
células efectoras como macréfagos, eosinéfilos y de células dendriticas (Shin y cols.,
2000; Semnani y cols., 2008; Yan y cols., 2008; Zepeda y cols., 2010; Nono y cols.,
2012; Das Mohapatra y cols., 2014). Por lo que, la apoptosis se considera, finalmente,

COmMO un mecanismo inmunosupresor o evasor en infecciones por parasitos helmintos.
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Abstract

The aim of the present work was to evaluate the number of apoptotic eosinophils in the
livers of sheep experimentally infected with Fasciola hepatica during the migratory and
biliary stages of infection. Four groups (n = 5) of sheep were used; groups 1-3 were
orally infected with 200 metacercariae (mc) and sacrificed at 8 and 28 days post-
infection (dpi), and 17 weeks post-infection (wpi), respectively. Group 4 was used as an
uninfected control. Apoptosis was detected using immunohistochemistry with a
polyclonal antibody against anti-active caspase-3, and transmission electron microscopy
(TEM). Eosinophils were identified using the Hansel stain in serial sections for caspase-
3, and by ultrastructural features using TEM. At 8 and 28 dpi, humerous caspase-3*
eosinophils were mainly found at the periphery of acute hepatic necrotic foci. The
percentage of apoptotic eosinophils in the periphery of necrotic foci was high (46.1 to
53.9) at 8 and 28 dpi, and decreased in granulomas found at 28 dpi (6%). Transmission
electron microscopy confirmed the presence of apoptotic eosinophils in hepatic lesions
at 8 and 28 dpi. At 17 wpi, apoptotic eosinophils were detected in the infiltrate
surrounding some enlarged bile ducts containing adult flukes. This is the first report of
apoptosis induced by F. hepatica in sheep and the first study reporting apoptosis in
eosinophils in hepatic inflammatory infiltrates in vivo. The high number of apoptotic
eosinophils in acute necrotic tracts during the migratory and biliary stages of infection
suggests that eosinophil apoptosis may play a role in F. hepatica survival during

different stages of infection.

Key words: apoptosis; caspase-3; eosinophil; Fasciola hepatica; sheep.
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Research Highlights:

e Eosinophil apoptosis was common in acute hepatic necrotic foci during the
migratory stage in sheep experimentally infected with Fasciola hepatica.

e Eosinophil apoptosis was also found in the periphery of enlarged bile ducts
containing adult flukes.

e Eosinophil apoptosis may play a role for F. hepatica survival during the

migratory and biliary stages of infection.
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1. Introduction

Fasciola hepatica causes liver fluke disease in temperate climates and is responsible for
major economic losses in animal production (Spithill et al., 1999). This disease is also
considered a serious public health problem in humans (McManus and Dalton, 2006). F.
hepatica often causes chronic infection, which implies the development of strategies by
the parasite to modulate/suppress the host immune response (Dalton et al., 2013;
Morphew et al., 2013). The parasite modulation of the host immune response is a
serious obstacle to obtaining protective vaccines against F. hepatica in ruminants (Toet
et al., 2014; Molina-Hernandez et al., 2015).

In helminth infections, eosinophils play important roles either in developing tissue
pathology (Cadman et al., 2014) and in the host effector response by releasing cytotoxic
granule proteins and various lipid mediators (Klion and Nutman, 2004; Cadman et al.,
2014). An effective response in rats infected with F. hepatica has been associated with a
significant increase in eosinophil infiltration of the gut lamina propria in early post-
infection stages (Van Milligen et al., 1998, 1999). In F. hepatica infected rats,
peritoneal eosinophils producing very high levels of nitric oxide (NO) have been
reported (Jedlina et al., 2011). In sheep, peritoneal eosinophils and macrophages, as
well as mammary gland eosinophils from Fasciola gigantica resistant Indonesian thin-
tail (ITT) sheep were able to kill juvenile F. gigantica in vitro by antibody-dependent
cytotoxicity, but they did not kill larvae of F. hepatica, suggesting that eosinophils are
important effector cells involved in the resistance of sheep to F. gigantica (Piedrafita et
al., 2007). Previous studies have reported that bovine eosinophils incubated with bovine
serum were unable to damage juvenile F. hepatica, but major basic protein (MBP)
obtained from bovine eosinophils was able to kill juvenile F. hepatica at very low
concentration (Duffus et al., 1980). Apoptosis of effector cells such as eosinophils has
been reported as a mechanism of immunosuppression during helminth infections (Shin,
2000; Yan et al., 2008; Zepeda et al., 2010). It has been reported that F. hepatica
induces eosinophil apoptosis in the hepatic inflammatory infiltrate in rats in vivo
(Serradell et al., 2007). In vitro studies in the rat model have demonstrated that secreted
excretory products of F. hepatica (FhESP) are able to induce apoptosis in eosinophils
and peritoneal macrophages, suggesting that apoptosis in effector cells may play a role
in the host immune evasion/suppression induced by F. hepatica infection (Serradell et

al., 2007; Guasconi et al, 2012). Although the mechanisms of immune
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modulation/suppression induced by F. hepatica are a serious obstacle to developing
protective vaccines in ruminants (Molina-Hernandez et al., 2015), to date, apoptosis has
not been investigated in ruminants infected with F. hepatica. Several markers of
apoptosis in tissue sections have been investigated, among them activated caspase-3
immunohistochemistry is considered an easy, sensitive, and reliable method for
detecting and quantifying apoptosis in histological sections (Duan et al., 2003; Resendes
et al., 2004). Transmission electron microscopy is also a useful technique to detect
apoptotic cells and to identify eosinophils based on the morphological features of their
cytoplasmic granules (Duffin et al., 2009) and it allow to evaluate ultrastructure of
apoptotic eosinophils (Balic et al., 2006). The aim of the present work was to evaluate
the presence and number of eosinophils undergoing apoptosis in hepatic inflammatory
infiltrates from sheep experimentally infected with F. hepatica during the migratory (8
and 28 days post-infection—dpi) and biliary stages of infection (17 weeks post-
infection-wpi). Activated caspase-3 immunohistochemistry was used for quantifying
eosinophil apoptosis and transmission electron microscopy was used to evaluate

ultrastructure of apoptotic eosinophils.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

Twenty 7-month-old female Merino-breed sheep were used for this study. All animals
were obtained from a liver fluke-free farm. Animals were purchased at 1 month of age
and housed indoors in the experimental farm of the University of Coérdoba until they
reached the appropriate age for challenge. All animals were tested monthly for parasite
eggs by fecal sedimentation; the results were negative. In addition, all animals were
tested for serum 1gG specific for F. hepatica cathepsin L1 by ELISA prior to challenge
and all of them were negative. The sheep were allocated into four groups of five animals
each: groups 1, 2 and 3 were orally infected with one dose of 200 metarceriae
(Ridgeway Research Ltd., Gloucestershire, UK); group 4 was used as the uninfected
negative control. Animals were sacrificed by intravenous injection of thiobarbital at
different stages of infection. Groups 1 and 2 were sacrificed at 8 and 28 days post-
infection (dpi) and the animals of group 3 were sacrificed at 17 weeks post-infection

(wpi). The experiment was approved by the Bioethics Committee of the University of
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Cordoba (No. 1118) and was performed taking into account European (2010/63/UE)
andSpanish (RD 1201/2005) directives on animal experimentation.

2.2. Histopathology and fluke burdens

At necropsy, the duodenum was ligated proximally and distally to the ductus
choledochus (8-10 cm) and the liver was photographed on the visceral and
diaphragmatic aspects for gross evaluation. Liver tissue samples showing hepatic
lesions were collected and fixed in 10% neutral buffered formalin for 24 h, then
routinely processed and embedded in paraffin wax. Four micron-thick tissue sections
were stained with hematoxylin and eosin (H&E) for histopathology. Fluke burden was
conducted in animals from group 3 as follows: gallbladders were opened and flukes
were recovered, then the bile ducts were carefully opened and flukes were removed with
blunt forceps. Finally, the livers were cut into small pieces (1 cm®) and washed in hot

water to collect the remaining flukes.

Hansel’s stain was used in liver tissue sections to identify the presence of eosinophils.
Two 4 um-thick tissue serial sections were obtained. All these tissue sections were
deparaffinized and dehydrated through a graded ethanol series. The first section was
stained with Hansel’s stain, the second by immunohistochemistry for active caspase-3.
For Hansel’s stain, tissue sections were incubated for 1 min with eosin, washed in
distilled water and incubated for 1 min in methylene blue, then washed in distilled

water, dehydrated and mounted.

2.3. Immunohistochemistry (IHC)

Formalin-fixed, paraffin-embedded sections and the avidin-biotin-peroxidase method
(Zafra et al., 2013b) were used for the IHC study. A polyclonal (pAb) rabbit anti-human
caspase-3 anti-body (RP096, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, USA) was used as a
marker for apoptosis. The primary antibody reacts with cleaved activated caspase-3 but
does not recognize full-length caspase-3 or other cleaved caspases; according to the

manufacturer, this antibody cross-reacts with activated ovine caspase-3. Liver tissue
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sections from 8 dpi in which apoptosis had been detected by transmission electron

microscopy were used as positive controls.

2.4, Transmission electron microscopy (TEM)

For the ultrastructural study, fresh liver samples from groupsl, 2 and 4 were used. In
groups 1 and 2, samples were collected from whitish tortuous tracts, cut into 1-mm
cubes, fixed in 2.5%glutaraldehyde, post-fixed in 1% osmium tetroxide and embedded
in Epon 812. Thin sections (50 nm) were stained with uranyl acetate and lead citrate and

examined and photographed using a Jeol Jem1400 transmission electron microscope.

2.5. Gross lesions evaluation and cell counting

Gross pictures of livers were used to evaluate gross damage (hemorrhages and necrotic
tracts at 8 and 28 dpi, and fibrosis and scars at 17 wpi) as reported Zafra et al. (2008)
using the Image Pro6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). The
perimeter of the diaphragmatic and visceral aspects of the liver was delineated and the
total area obtained, then, the perimeter of the damaged areas was delineated and the area

obtained. The percentage of damaged area was then expressed as mean value + SD per

group.

Cell counting was carried out in 10 fields of 0.08 mm? per animal randomly selected at
the periphery of necrotic foci (8 dpi), necrotic foci and granulomas (28 dpi) and
inflammatory infiltrate surrounding large bile ducts with erosive cholangitis (17 wpi).
Cell counting was carried out in tissue sections stained with Hansel’s technique
(eosinophils), and IHC (caspase-3+ eosinophils and apoptotic bodies). Results are given

as mean = SD per group.
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2.6. Statistical analyses

The Kolmogorov—Smirnov test was applied to decide whether distributions were
parametric. Comparison between pairs of groups was made with the Mann—-Whitney U

test. P < 0.05 was considered significant.
3. Results
3.1. Gross pathology and fluke burdens.

All control livers from group 4 showed no gross changes on either the diaphragmatic or
visceral surface. Livers from group 1 showed numerous white spots with reddish spots
and occasional whitish tortuous tracts ranging from 0.3 to 1 cm in length located on the
liver surface, mainly on the diaphragmatic aspect of the left lobe. Livers from group 2
showed numerous whitish tortuous tracts ranging from 0.5 to 3 cm in length, whitish-
grey patches ranging up to 1x1x2.5 cm and occasional reddish spots, mainly involving
the left lobe. Livers from group 3 showed enlarged, whitish gall bladders and bile ducts,
which contained brown fluid and numerous adult flukes. Numerous tortuous greyish
scars were found on the liver surface, mainly involving the left lobe. The percentage of
damaged hepatic surface was 3.5 = 1.2 at 8 dpi, 8.7 = 2.3 at 28 dpi and 23.4 £ 6.7 at 17
wpi. The number of flukes in the five animals from group 4 was 54, 40, 41, 34 and 58
(mean 45.4 + 10.14).

3.2. Histopathological study.

Livers from group 4 showed no histopathological changes. Portal spaces showed
occasional lymphocytes, but eosinophils were not found in negative control livers. All
animals from group 1 presented necrotic foci and focal hemorrhages mainly involving
subcapsular areas. Necrotic foci showed abundant cell debris and mild to moderate
infiltrates of eosinophils, often with pyknotic nuclei. Necrotic tracts started 0.5-1.5 mm
behind migrating larvae. Livers from group 2 presented similar acute necrotic foci and
tracts with eosinophil infiltration. In addition, the majority of necrotic foci were
surrounded by a core of large activate macrophages and an outer layer of lymphocytes,
plasma cells and eosinophils, conforming to the definition of a granuloma.

Histopathological changes in the livers from group 3 were typical of chronic fasciolosis
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Adult flukes were present within severely enlarged bile ducts often showing epithelial

erosion, portal fibrosis and a variable amount of inflammatory infiltration, mainly com-

posed of eosinophils, lymphocytes and plasma cells

3.3. Apoptosis detected by caspase-3 expression

Livers from negative control sheep (group 3) did not show caspase-3+ inflammatory

cells. At 8 dpi, numerous inflammatory cells located at the periphery of necrotic foci, as

well as cell debris (apoptotic bodies), expressed caspase-3, whereas the inflammatory

infiltrate not associated with necrotic areas showed only occasional caspase-3+

inflammatory cells. The pattern of immunostaining was both cytoplasmic and nuclear.

Serial sections stained with Hansel’s technique allowed us to identify eosinophils (Figs.

1 and 2). The percentage of caspase-3+ eosinophils with respect to caspase-3—

eosinophils at the periphery of necrotic foci was 46.1% and 53.9% at 8 and 28 dpi,

respectively (Table 1), whereas at the periphery of granulomas, the percentage of

caspase-3+ eosinophils was only 6% (Table 1). At 17 wpi, eosinophils located the

inflammatory infiltrate surrounding some hyperplastic bile ducts, often containing adult

flukes, showed numerous caspase-3+ cells (Fig. 3), whereas the inflammatory infiltrated

not associated with enlarged bile ducts only showed occasional caspase-3+ cells.
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Necrotic focus (N) showing cell debris and numerous inflammatory cells, many of them
expressing caspase-3 (brown, arrow). Note a bile duct (B) with severe inflammatory infiltrate in
the portal space negative for caspase-3 except for one cell (brown). ABC method, x400. Fig. 2.
Liver, 8 days post-infection. Serial section of same area observed in Fig. 1. Note the bile duct
(B) surrounded by a severe inflammatory infiltrate and a necrotic focus (N) with abundant
cellular debris and moderate inflammatory infiltrate, the majority of cells with a red cytoplasm

are eosinophils. Hansel staining, x400.
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Table 1.- Number of caspase-3+ eosinophils and apoptotic bodies in F. hepatica

infected sheep at 8 days post-infection (dpi), 28 dpi and 17 weeks post-infection (wpi)

and in negative control sheep. Results are expressed as mean + SD per field of 0.08

mm2.

8 dpi 28 dpi 17 wpi controls
NF NF Granulomas
caspase-3* eosinophils 10.6£1.8  13.74#5.7 1.3+1,0 17.3+7.8 0
caspase-3- eosinophils 124419  11.743.7 20.3£8.2  29.3t12.8 0
%caspase-3* eosinophils 46.1 53.9 6.0 37.1 0
caspase-3* A.B. 18.5+0.9 32.6%+2.2 6.7£3.5 11.3+£5.7 0

NF: necrotic foci; AB: apoptotic bodies. *Significant differences (P < 0.05) respect to 8

dpi.fSignificant differences (P < 0.05) respect to NF at 8 and 28 dpi.



Primer Trabajo

3.4. Apoptosis detected by transmission electron microscopy

The TEM study confirmed apoptosis in eosinophils in livers from groups 1 and 2. The
ultrastructural features of eosinophils consist of a bilobed nucleus and typical
cytoplasmic oval granules ranging from 0.5 to 1 pum in diameter with moderately
electron dense matrix material and a highly electron dense crystalloid core (Fig. 4).
Apoptotic TEM changes consisted of margination-condensation of chromatin (early
changes) and cytoplasmic and nuclear fragmentation while maintaining cell membranes

and organelles (Fig. 4).

Figure 4. Liver, 8 days post-infection. Eosinophils showing normal ultrastructural
features (E) and apoptotic eosinophils (AE) showing condensed, electron dense nuclei
and typical granules with electron dense structures. An apoptotic neutrophil (AN) with a
multilobed electron dense nucleus and typical round to oval electron dense cytoplasmic
granules is also observed. Transmission electron microscopy. Bar = 2 um.

4. Discussion.

Hansel’s stain has been used to identifying and quantifying eosinophils in tissues
(Nguyen et al., 2012). In the liver tissue sections examined in the present study,
eosinophils were identified more easily using Hansel’s stain than H&E staining. We

used Hansel’s stain as a counterstain for caspase-3 immunohistochemistry, but the dark
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brown color of the immunostaining masked the bright red cytoplasmic granules of
eosinophils and did not allow for the identification of this cell type, this is why we used

serial sections.

Caspase-3 is an effector caspase that plays a crucial role during apoptosis, since it
directly activates enzymes that are responsible for DNA fragmentation. Activated or
cleaved caspase-3 has been used as a marker of apoptosis via immunohistochemistry in
healthy tissues and in helminth-infected tissue sections (Resendes et al., 2004; Chen et
al., 2008; Mkupasi et al., 2013). The absence of apoptotic inflammatory cells in non-
infected control livers in the present study contrasts with the presence of apoptosis in
healthy pig lymphoid tissues, and may be due to the small number of inflammatory cells
present in the healthy sheep liver compared with those in lymphoid organs (Resendes et
al., 2004).

In the present study, apoptotic eosinophils were also identified by TEM in liver samples
at 8 and 28 dpi. Ultrastructurally, eosinophils were identified by the typical cytoplasmic
granules with an electron dense core according to the features reported in human
(Duffin et al., 2009) and ovine (Balic et al., 2006) eosinophils. The condensation and
fragmentation of the nucleus with an intact cytoplasmic membrane was found in
apoptotic eosinophils in this work and has also been reported in TEM studies of human
(Duffinet al., 2009) and ovine (Balic et al., 2006) eosinophils. Apoptotic eosinophils
attached to Haemonchus contortus in the gastric tip of sheep were degranulated (Balic
et al., 2006); by contrast, in the present study, apoptotic eosinophils found in the liver
during the migratory stage of F. hepatica contained typical granules. This finding
suggests that during the migratory stage of F. hepatica, degranulation of eosinophils is

not the cause of apoptosis.

During the migratory stage (8 and 28 dpi), acute necrotic foci and tracts were found
behind migrating larvae, suggesting they induced hepatic necrotic tracts, in agreement
with previous reports in sheep (Meeusen et al., 1995; Zafra et al., 2013a,b). The
majority of apoptotic eosinophils were found in the periphery of these acute necrotic
foci and tracts, while they were occasional in portal infiltrates and granulomas and
inflammatory infiltrates not associated with necrotic foci or tracts. Moreover, in the
chronic stage of infection (17 wpi), the majority of apoptotic eosinophils were found in

the vicinity of large bile ducts, often containing adult flukes inside, and occasionally in
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inflammatory infiltrates associated with granulomas, fibrotic chronic tracts or portal
spaces with smaller bile ducts. This distribution of apoptotic eosinophils suggests that
products released by migrating or adult F. hepatica may induce the local recruitment of
eosinophils. It is possible that products released by F. hepatica induces eosinophil
apoptosis, which is supported by in vitro studies reporting that the excretory products
(ESP) of F. hepatica are able to induce apoptosis in rat eosinophils and macrophages
(Serradell et al., 2007, 2009; Guasconi et al., 2012) and ESP from the trematode
Paragonimus westermani are able to induce eosinophil apoptosis (Min et al., 2004).
Alternatively, enzymes released by eosinophils may cause lytic necrosis and apoptosis,
which is supported by the crucial role of eosinophil in mediating tissue damage and
granuloma formation in Schistosoma mansoni (Silveira-Lemos et al., 2008). Further
studies immunolocalizing ESP antigens from F. hepatica in hepatic tissue sections from
infected sheep are required to confirm if F. hepatica ESP are able to induce apoptosis in

sheep inflammatory cells.

Apoptosis of effector cells of the innate response such as eosinophils has been reported
as a mechanism of local immunosuppression during helminth infections such as P.
westermani (Shin, 2000; Min et al., 2004) and the cestode Taenia solium (Yanet al.,
2008) and Taenia crassic (Zepeda et al., 2010). In fasciolosis, eosinophils appear to
play a crucial role in the effector host response; thus, an effective response in rats
infected with F. hepatica has been associated with a significant increase in eosinophil
infiltration of the gut lamina propria during early post-infection stages (Van Milligen et
al., 1998, 1999). In F. gigantica resistant Indonesian thin-tail (ITT) sheep, peritoneal
eosinophils and macrophages are able to kill juvenile F. gigantica in vitro by an
antibody-dependent cytotoxicity mechanism dependent on NO production, but they do
not Kkill the larvae of F. hepatica, suggesting that eosinophils are important effector cells
involved in the resistance of sheep to F. gigantica (Piedrafita et al., 2007). The results
of the present work revealed a high number of apoptotic eosinophils in acute necrotic
foci at 8 and 28 dpi, while the number of apoptotic eosinophils decreased significantly
in necrotic granulomas at 28 dpi. Since acute necrotic foci occur behind migrating
larvae, and eosinophils are crucial effector of the effective host innate response,
apoptosis of this effector cell may be an important mechanism used by F. hepatica

larvae to evade the host innate response during the hepatic migratory stage in which the
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parasites are more exposed to the host immune response than when they reach the

biliary system.

In summary, the present work is the first report of eosinophil apoptosis during the
migratory and biliary stages of F. hepatica infection in sheep. Eosinophil apoptosis was
detected by active caspase-3 tissue expression and transmission electron microscopy,
and it was found in a high number of eosinophils mainly located at the periphery of
acute necrotic tracts during the migratory stage of infection, suggesting that this may be
a mechanism by which the parasite evades the host response. Further studies are
required to investigate the presence of apoptosis in other inflammatory cells such as
macrophages and lymphocytes as well as the presence of apoptosis in peritoneal

inflammatory cells.
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Abstract:

Several immunomodulatory properties have been described in Fasciola hepatica
infections. Apoptosis has been shown to be an effective mechanism to avoid the
immune response in helminth infections. The aim of the present work was to study
apoptosis in peritoneal leucocytes of sheep experimentally infected with F. hepatica
during the early stages of infection. Five groups (n=5) of sheep were used. Groups 2-5
were orally infected with 200 metacercariae (mc) and sacrificed at 1, 3, 9 and 18 days
post-infection (dpi), respectively. Group 1 was used as the uninfected control (UC).
Apoptosis was detected using three different methods: 1) immunocytochemistry (ICC)
with a polyclonal antibody anti-active caspase-3; 2) an annexin V flow cytometry assay
using the Annexin V-FITC/propidium iodide (PI); and 3) transmission electron
microscopy (TEM). The differential leucocyte count revealed that the majority of
peritoneal granulocytes were eosinophils, which increased significantly at 9 and 18 dpi
with respect to the uninfected controls. The ICC study revealed that the percentage of
caspase-3* apoptotic peritoneal leucocytes increased significantly from 3 dpi onwards
with respect to the uninfected controls. The flow cytometry annexin V assay detected a
very significant (P<0.001) increase of apoptotic peritoneal macrophages, lymphocytes
and granulocytes, which remained higher than in the UC until 18 dpi. Transmission
electron microscopy studies also confirmed the presence of apoptosis in peritoneal
eosinophils at 18 dpi. This is the first report of apoptosis induced by F. hepatica in the
peritoneal leucocytes of sheep in vivo. The results of this work suggest the importance
of apoptosis induction for the survival of the juvenile parasites in the peritoneal

migratory stages of infection.

Key words: apoptosis; caspase-3; annexin-V; peritoneal leucocytes; Fasciola hepatica;

sheep.

1. Introduction

During the migration of juvenile Fasciola hepatica through the peritoneal cavity, until
their penetration into the hepatic parenchyma, the parasites secrete different molecules
which interact with peritoneal leucocytes in different ways. Since it has been reported
that the protective response against F. hepatica occurs during the early stages of
infection, it would be of interest to study mechanisms of immunomodulation in target
species at the peritoneal and early hepatic migratory stages. In vitro studies in the rat

model demonstrated that secreted excretory products of F. hepatica (FhESP) are able to
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induce apoptosis in eosinophils and peritoneal macrophages, suggesting that apoptosis
of effector cells may play a role in the host immune evasion/suppression induced by F.
hepatica infection (Serradell et al., 2007; Guasconi et al., 2012). In vivo studies in sheep
have also revealed apoptosis of eosinophils in hepatic lesions both during acute and
chronic stages of infection (Escamilla et al., 2016). To date, apoptosis of peritoneal
inflammatory cells from sheep infected with F. hepatica in vivo has not been reported.
Several markers of apoptosis in tissue sections have been investigated, among them
activated caspase-3 immunohistochemistry is considered an easy, sensitive and reliable
method for detecting and quantifying apoptosis in histological sections (Duan et al.,
2003; Resendes et al., 2004). The annexin V/PI assay has also been used by several

authors to evaluate the apoptosis phenomenon (Serradell et al., 2007; Chen et al., 2013).

The aim of the present work was to evaluate the presence and number of inflammatory
peritoneal cells undergoing apoptosis in peritoneal fluid from sheep experimentally
infected with F. hepatica during the earlier peritoneal migratory stages (0, 1, 3, 9 and 18
days post-infection, dpi). Annexin V/PI flow cytometry and activated caspase-3
immunocytochemistry were used to quantify peritoneal inflammatory cell apoptosis,
and transmission electron microscopy was used to evaluate the ultrastructure of

apoptotic inflammatory cells.

2. Materials and methods

2.1. Experimental design

Twenty-five 7-month-old female Merino sheep were used for this study. All animals
were obtained from a liver fluke-free farm, and they were tested for Fasciola eggs by
faecal sedimentation with negative results. They were allocated into five groups of five
animals each: group 1 was used as an uninfected control (UC) group and groups 2-5
were orally infected with one dose of 200 F. hepatica metacercariae (Ridgeway
Research Ltd., UK) administrated in gelatine capsules with a dosing gun. Sheep in
groups 2-5 were sacrificed by an intravenous injection of thiobarbital at 1, 3, 9, and 18
days post-infection (dpi), respectively. The experiment was approved by the Bioethical
Committee of the University of Cérdoba (No. 1118) and was performed taking into
account European (2010/63/UE) and Spanish (RD 1201/2005) directives on animal

experimentation.
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2.2. Peritoneal cell populations

Peritoneal washing was conducted immediately after the animals were euthanised
following the methodology decribed by Zafra et al. (2013). Briefly, the abdominal
cavity was washed with 60 ml sterile phosphate buffer saline (PBS) with 6 mM EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), pre-heated to 37°C. After a softly massaging for 1
min, 40 ml peritoneal fluid were recovered and centrifuged at 1500 rpm for 10 min and
the supernatant was eliminated. Subsequently, cellular pellets were resuspended using
the afore-mentioned medium. Diff-Quick stained smears were used for differential cell
count. A total of 600 cells per animal were counted and the percentage of eosinophils,
lymphocytes, macrophages and neutrophils was obtained. Epithelial cells were not
included in the cell counting. Extensions were manually performed in Vectabond-
treated slides. After air drying, these extensions were fixed using acetone for 5 min and

stored at —80°C for immunocytochemical studies.

2.3. Immunocytochemistry

A polyclonal rabbit anti-human caspase-3 antibody, (cat. No.RP096, Diagnostic
BioSystems, Pleasanton, USA) was used. The primary antibody reacts with cleaved
activated caspase-3 but does not recognise full-length caspase-3 or other cleaved
caspases. According to the manufacturer, this antibody cross-reacts with activated ovine
caspase-3. The avidin-biotin-peroxidase method (Zafra et al., 2013) was used for the
immunocytochemical study. Briefly, defrosted peritoneal fluid smears were fixed in
acetone for 10 min, and the endogenous peroxidase activity was quenched in H202 in
methanol for 15 min, with agitation at room temperature (RT). Smears were washed for
10 min in PBS, and then they were incubated in PBS with 5% normal goat serum for 30
min at RT. Anti-caspase-3 antibody 1:100 was applied overnight at 4°C. After three 10
min rinses in PBS-T (PBS buffer with 0.1% Tween-20 detergent), a goat anti-rabbit
immunoglobulin serum (Dako, Glostrup, Denmark) diluted 1:200 was applied for 30
min as a secondary antibody. As the third reagent, an avidin-biotin peroxidase complex
(Vector Lab-oratories) was applied for one hour. Labelling was visualised by
application of the NovaRED™ substrate kit (Vector Laboratories). Sections were
counterstained with Mayer’s haematoxylin, dehydrated and mounted. In negative
control slides, specific primary antibody was substituted with non-immune rabbit

serum.
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2.4. Cell counting from immunocytochemistry

Immunoreactive cells were counted using the Image Pro-plus software 6.0 (Media
Cybernetics). Caspase-3+ and caspase-3— peritoneal leucocytes were counted in 10
fields of 0.08 mm? per animal randomly selected from the smears. In animals with small
numbers of peritoneal leucocytes, at least 300 cells per animal were counted. Results are

given as mean + SD per group.

2.5. Annexin V flow cytometry assay

Cell density of peritoneal fluid pellets was adjusted to 2-5 x 10%cells/ml. Annexin V Kit
(ANNEX100F, AbD Serotec-Bio-Rad Company- UK) for flow cytometry was used.
The assay was performed according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the cells
were suspended in 200 pl of binding buffer. Then, 5 pl of Annexin V-FITC was added
to 195 pl of the cell suspension mentioned before. This suspension was mixed and
incubated for 10 min in darkness at RT. Subsequently, the suspension was washed in
200 pl of pre-diluted (at 1:4) binding buffer. Next, the cells were resuspended again in
190 pl of pre-diluted binding buffer. Finally, 10 ul of propidium iodide solution was
added to this suspension, and the samples were ready to analyse by flow cytometry. For
a positive control, the cells were incubated with 3% formaldehyde in buffer for 30 min
on ice. Then the formaldehyde was washed away, and the cells were resuspended in
cold binding buffer and processed as a normal sample. A CyFlow Cube 6 cytometer
(SysmexPartec, Germany) and specific protocol based on morphological features
(forward scatter/side scatter) were used to determine the leucocyte populations in the
peritoneal fluid. The apoptotic cells were identified because of the reactivity of
fluorochrome (FL1 for Annex V and FL3 for propidium iodide). Peritoneal leucocytes
were differentiated as viable (annexin V-negative and Pl-negative) and apoptotic
(annexin V-positive, Pl-negative). The extent of apoptosis was expressed according to
the percentage of each cell population that was apoptotic or viable. The results were
analysed using the Flowing Software (University of Turky, Finland). Ten thousand
events were acquired, and the total number of apoptotic cells versus viable cells were
counted and expressed as percentages of the total number of peritoneal leucocytes

acquired.
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2.6. Transmission electron microscopy

For the ultrastructural study, fresh peritoneal cellular pellet samples from UC and 18 dpi
groups were used. The remaining groups were not included in the TEM study because
the pellet samples were too small for the ICC, flow cytometry and TEM studies.
Peritoneal cell pellets were centrifuged at 1500 rpm for 10 min (4°C), cut into 1-3 mm
cubes, fixed in 2.5% glutaraldehyde, post-fixed in 1% osmium tetroxide and embedded
in Epon 812. Thin sections (50 nm) were stained with uranyl acetate and lead citrate and
examined and photographed using a Jeol Jem 1400 transmission electron microscope at
the Central Research Services (SCAI) of the University of Cérdoba.

2.7. Statistical analysis

For the statistical analysis, the GraphPad Prism v6.0 software (GraphPad Software, Inc.
San Diego, CA, USA) was used. For each time-point of the experiment the expression
of caspase-3 and Annexin V positive cells was compared using the one-way ANOVA
test followed by the Tukey post hoc test for multiple comparisons of means. A value of

P<0.05 was considered statistically significant.

3. Results

3.1. Peritoneal leucocyte populations

The differential cell count for peritoneal leucocyte populations is given in Table 1. In
the UC group and at 1 and 3 dpi, macrophages followed by lymphocytes were the two
more abundant peritoneal leucocytes, with occasional neutrophils and eosinophils. At 9
dpi, a significant increase in eosinophils and a significant decrease in macrophages with
respect to the UC group were observed, while the percentage of lymphocytes did not
change significantly. At 18 dpi, the increase in the percentage of eosinophils and
decrease in the percentage of macrophages with respect to the UC group was even more
pronounced than at 9 dpi. The percentage of lymphocytes tended to decrease at 18 dpi
with respect to the UC group, but the differences were not significant. Neutrophils were
occasionally present in all groups and did not change significantly with respect to the
UC group.
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Table 1. Percentage of peritoneal leucocytes (mean+SD) in uninfected control and

Fasciola hepatica infected sheep during early stages of infection.

Percentage of peritoneal leucocytes (%)

Group Lymphocytes Macrophages Neutrophils Eosinophils

ucC 36.4+14.0 60.0+14.7 1.1+2.0 2.7+¥1.1
1 dpi 35.4+15.8 61.4+28.0 1.9+2.7 1.4+2.2
3 dpi 44.2+11.8 53.3+11.6 0.3+0.5 2.3+2.7
9 dpi 40.6+18.2 32.1+5.6* 2.9+2.7 24.3+11.7*
18 dpi 24.1+9.5 25.8+8.9* 0.5+1.1 49.3+14.1*

UC: uninfected control.
* Significant difference (P < 0.05) compared to the uninfected control group.

3.2. Apoptosis detected by caspase-3 expression

Immunolabelling with the anti-caspase-3 antibody was detected as a cytoplasmic and
nuclear reddish-brownish colour (Fig. 1). The percentage of peritoneal leucocytes
expressing caspase-3 is given in Table 2. Cellular pellets from peritoneal leucocytes
from the UC group showed occasional caspase-3+cells (0.4 + 0.6). At 1 dpi the
percentage of peritoneal leucocytes caspase-3+ was 1.2 + 1.3 without a significant
difference from the UC group. However, at 3, 9 and 18 dpi the percentage of caspase-3+
leucocytes was 19.5 + 5.5, 19.9 + 4.0 and 42.6 + 4.3, respectively, with statistical
increase with respect to the UC group, and also between the 18 dpi group and the 3 and
9 dpi groups (Table 2).

Table 2. Results from immunocytochemistry of peritoneal leucocytes expressed in
percentage of caspase 3 positive and negative cells in each day post-infection (dpi).

Results expressed as mean x SD per group.

ucC 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi

Caspase 3* 0.4+0.6 1.2+1.3 19.5+5.5* 19.9+4.0* 42.6+4.3*§
Caspase 3= 99.6£0.6  98.8+£1.3 80.5+5.5* 80.0+4.0* 57.4+4.3*§

UC: uninfected control.
* Significant difference (P < 0.05) compared to the uninfected control group.

§ Significant difference (P < 0.05) compared to the uninfected control, 1, 3 and 9 dpi groups.
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Figure 1. Peritoneal smear, 3 dpi. Caspase 3 expression is observed as brown
cytoplasmic and nuclear colour in peritoneal leucocytes (arrow) whereas other are
negative (arrowheads). E: epithelial cell. ABC method-haematoxylin counterstain,
x400.

3.3. Annexin V flow cytometry assay

The percentages of apoptotic and viable peritoneal macrophages, lymphocytes and
granulocytes are summarised in Table 3. Peritoneal leucocyte populations
(macrophages, lymphocytes and granulocytes) were determined according to their
morphological features. The UC group showed a very low percentage of apoptotic
macrophages (1.7%), lymphocytes (0.4%) and granulocytes (1.5%). At 1 dpi the
percentage of apoptotic leucocytes suffered a dramatic and significant increase
compared to the UC group: 37.8%, 28.2% and 30.7% for macrophages, lymphocytes
and granulocytes, respectively. At 3, 9 and 18 dpi the percentage of apoptotic peritoneal
macrophages and lymphocytes remained significantly higher with respect to the UC
group but it decreased at 18 dpi with respect to previous infection stages (Table 3). In
contrast, the percentage of apoptotic granulocytes tended to increase at 3 dpi with
respect to 1 dpi, suffered a transient decrease at 9 dpi when migrating larvae reached the

liver, and again increased up to 80% at 18 dpi (Table 3).
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Table 3. Percentage of non-apoptotic and apoptotic peritoneal

macrophages,

lymphocytes and granulocytes according to the annexin V flow cytometry assay.

Results are expressed as mean + SD per group.

Time post-infection

Cell Stage UC 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
population
NA  98.5+0.9 62.2+11.1*  76.5+6.7* 75.0+£2.0* 89.7+2.7*
Macrophages A 1.5+0.9 37.8£11.1* 23.546.7* 25.0£2.0 10.3+2.7*
NA  99.610.4 71.8+11.4* 77.4+11.4* 82.1+1.4* 95.3+1.4*
Lymphocytes A 0.4+0.4 28.3+11.4*  22,6+11.4* 17.8+1.4* 4.7+1.4*
NA  98.5+1.6 69.3+6.7* 53.6+£12.0*  81.9+4.3* 20.0+6.0*
Granulocytes A 1.5+1.6 30.7+6.7* 46.4+£12.0* 18.1+4.3* 80.0+6.0*

UC: Uninfected control; N: Non-apoptotic cells; A: Apoptotic cells.

* Significant difference (P < .05) compared to the uninfected control group.

3.4. Apoptosis detected by transmission electron microscopy
The TEM study confirmed apoptosis in peritoneal eosinophils from 18 dpi. The

ultrastructural features of eosinophils from the UC group consist of a bilobed nucleus
and typical cytoplasmic oval granules ranging from 0.5 to 1 pum in diameter with a
moderately electron dense matrix material and a highly electron-dense crystalloid core.
Apoptotic TEM changes consisted of margination-condensation of chromatin (early
changes) and cytoplasmic and nuclear fragmentation while maintaining cell membranes
and organelles (Fig. 2). Macrophages from the 18 dpi group showed morphological
changes typical of phagocytic activation such as large cytoplasmic vacuoles containing
membrane debris (secondary lysosomes) and enlarged rough endoplasmic reticulum,

but nuclear fragmentation indicative of apoptosis was not observed in this cell type.
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Figure 2. 18 dpi. Apoptotic peritoneal eosinophil showing fragmented and condensed
nuclei and typical cytoplasmic granules (arrows). Transmission electron microscopy.

Bar = 2 um.

4. Discussion

To study apoptosis in peritoneal leucocytes, it is necessary to first evaluate the
differential peritoneal leucocyte count during the course of F. hepatica infection. In the
UC group, the majority of peritoneal leucocytes consisted of macrophages and
lymphocytes with only 1.5% eosinophils. These results agree with those from
uninfected control goats (Zafra et al., 2013). The relative increase in the percentage of
peritoneal eosinophils and the decrease of the percentage of macrophages and
lymphocytes found during the course of the infection was also reported in F. hepatica
infected goats at 7-9 dpi (Zafra et al., 2013).

The results presented in this study show that F. hepatica infection induces apoptosis of
peritoneal leucocytes in sheep from 1 dpi onwards. The annexin V assay is based on
phosphatidylserine (PS) emergence on the outer plasma membrane, an early event in
apoptosis, PS binds with high affinity to the anticoagulant annexin V that is visualised
by fluorescence microscopy or flow cytometry (Serradell et al., 2009). Activated or

cleaved caspase-3 has been used as a marker of apoptosis by immunohistochemistry in
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healthy tissues (Resendes et al., 2004) and in helminth infected tissue sections (Chen et
al., 2008; Escamilla et al., 2016). In the UC group, caspase-3 expression and the
annexin V assay showed similar results with a low percentage (0.4-1.7%) of apoptotic
peritoneal leucocytes. However, at the very early stages of infection (1dpi) the annexin
V assay detected a higher percentage of apoptosis (37.8%, 28.2% and 30.7% for
macrophages, lymphocytes and granulocytes, respectively) whereas caspase-3
expression was found only in 1.2% of peritoneal leucocytes. These results suggest that
the annexin V assay can detect apoptosis earlier than caspase-3 expression. When the
infection progressed (3, 9 and 18), the percentage of apoptotic peritoneal leucocytes
detected by caspase-3 and annexin V was similar. In the present study, TEM studies
confirmed apoptosis of eosinophils at 18 dpi by the ultrastructural features: cytoplasmic
granules with an electron dense core which were similar to that reported in human
(Duffin et al., 2009) and ovine (Balic et al., 2006) eosinophils. The condensation and
fragmentation of the nucleus with an intact cytoplasmic membrane found in apoptotic
eosinophils in this work has also been reported in TEM studies of human (Duffin et al.,
2009) and ovine (Balic et al., 2006; Escamilla et al., 2016) eosinophils. Compared to
caspase-3 and annexin V, TEM studies were less useful to quantify the percentage of

apoptotic leucocytes due to the small amount of sample examined.

It has been reported that excretory secretory products of F. hepatica (FhESP) are able to
induce apoptosis of rat eosinophils and macrophages in vitro (Serradell et al., 2007,
2009; Guasconi et al., 2012). In vivo studies in sheep infected with F. hepatica have
also revealed apoptosis of eosinophils in hepatic lesions during early stages of infection
(9 dpi) and in chronic hepatic lesions (Escamilla et al., 2016). The evaluation of the
percentage of leucocytes suffering apoptosis in areas where the migratory larvae of F.
hepatica are located is necessary to understand the importance of this phenomenon as a
modulatory mechanism to avoid the host response against migrating larvae. In a
previous study in the liver, 46.1% and 53.9% of eosinophils located in the periphery of
necrotic tracts and foci at 8 and 28 dpi, respectively, were apoptotic (Escamilla et
al.,2016). Similarly in the present study, a dramatic increase of apoptotic macrophages,
lymphocytes and granulocytes were found at 1 dpi with respect to the UC group. These
results suggest that F. hepatica migratory larvae are able to induce a rapid apoptosis of
peritoneal leucocytes which may allow the larvae to migrate through the peritoneum

evading the host response.
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In summary, the present work is the first report of apoptosis in peritoneal leucocytes
during the peritoneal migratory stages of F. hepatica infection in sheep in vivo. The
dramatic increase in apoptotic peritoneal macrophages, lymphocytes and granulocytes
found at 1 dpi with respect to the UC group suggests that F. hepatica migratory larvae
are able to induce apoptosis of important percentage of peritoneal effector cells such as
macrophages and eosinophils, as well as lymphocytes, allowing the larvae to migrate
through the peritoneal cavity evading the host response. The knowledge of apoptotic
mechanisms induced by F. hepatica, and the parasite molecules involved in apoptosis
induction, are important in order to potentially include them in vaccine candidates to

improve vaccine efficacy against this parasite.
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Abstract

Foxp3 regulatory T cells (Tregs) are now considered to play a key role in modulation of
immune responses during parasitic helminth infections. Immunomodulation is a key
factor in Fasciola hepatica infection; however, the distribution and role of Foxp3*
Tregs cells have not been investigated in F. hepatica infected ruminants. The aim of this
study was to evaluate the presence of Foxp3* Tregs in the liver and hepatic lymph nodes
from experimentally infected sheep and goats during acute and chronic stages of
infection. Three groups of goats (n=6) and three groups of sheep (n=6) were used in this
study. Goats in groups 1-2 and sheep in groups 4-5 were orally infected with
metacercarie of ovine origin. Groups 1 and 4 were killed during the acute stage of the
infection, at nine days post infection (dpi); groups 2 and 5 were killed during the
chronic stage, at 15 and19 weeks post infection respectively (wpi). Groups 3 (goats) and
6 (sheep) were left as uninfected controls. Fluke burdens and liver damage were
assessed and the avidin—biotin—complex method was used for the immunohistochemical
study. At nine dpi in acute hepatic lesions, the number of both Foxp3* and CD3* T
lymphocytes increased significantly in goats and sheep. In the chronic stages of
infection (15-19 wpi), the number of Foxp3* and CD3* T lymphocytes were also
significantly increased with respect to control livers, particularly in portal spaces with
severely enlarged bile ducts (response to adult flukes) while the increase was lower in
granulomas, chronic tracts and smaller portal spaces (response to tissue damage).
Foxp3* Tregs were increased in the cortex of hepatic lymph nodes of sheep (chronic
infection) and goats (acute and chronic infection). The estimated proportion of T cells
which were Foxp3+ was significantly increased in the large bile ducts and hepatic
lymph node cortex of chronically infected goats but not sheep. This first report of the
expansion of Foxp3™ Tregs in acute and chronic hepatic lesions in ruminants suggests
that these cells may be involved in both parasite survival and modulation of hepatic
damage. Future studies should be focused on the investigation of parasite molecules and

cytokines involved in this process.

Keywords: Sheep; goat; Foxp3; immunohistochemistry; Fasciola hepatica
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1. Introduction

Fasciolosis caused by Fasciola hepatica is an economically important disease of
ruminants in temperate climates. Fasciola hepatica has developed a variety of
mechanisms to modulate or suppress the host response making it ineffective, which
allows the parasite to survive in the host for years (Dalton et al., 2013) and became a
serious obstacle in creating protective vaccines for ruminants (Toet et al., 2014; Molina-
Hernandez et al., 2015).

Several cell types, such as B cells (Bregs), macrophages and T cells (Tregs) can induce
immune suppression in helminth infections; however, Foxp3* Tregs are considered the

most prominent immunoregulatory cells during infection (Taylor et al., 2012).

Foxp3+ regulatory T cells represent a lymphocyte subset with an important role in the
maintenance of immune system homeostasis (Belkaid, 2007). They can suppress the
immune response to self-antigens and prevent autoimmune diseases, but they can also
control the immune responses to parasites and fungi (Adalid-Peralta, 2011). Therefore,
Tregs have a crucial role in immune responses by limiting immunopathology associated
with anti-pathogen immune responses, but they can also be beneficial to the pathogen
through subversion of the host protective immune response (Belkaid, 2007; Adalid-
Peralta, 2011).

A variety of helminths (Finney et al., 2007; McNeilly et al., 2013) induce Foxp3* Treg
cell expansion to suppress or modulate immune responses allowing them to survive for
long periods in the host. Parasite-induced Foxp3* Tregs cells also play a role in
controlling immune pathology; thus, in infections with the trematode Schistosoma
mansoni, the severity of egg-induced liver pathology was negatively correlated with the

number of Foxp3* Tregs in the liver (Watanabe et al., 2009).

To date, the distribution and role of Foxp3* Tregs has not been investigated in F.
hepatica infected ruminants, although it has been suggested that they may play a role in
immunomodulation caused by F. hepatica (Dalton et al, 2013). The aim of this study
was to evaluate the presence of Foxp3* Tregs in liver and hepatic lymph nodes (HLN)
from experimentally infected sheep and goats during acute and chronic stages of

infection.
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2. Materials and methods

2.1. Experimental design

Eighteen six-month-old male Malaguefia goats and 18 six-month-old Merino sheep
were used in this study. Animals were obtained from a liver fluke-free farm: they were
housed indoors and faecal sedimentation tests were conducted to ensure that animals
were free of internal parasites. Before the experiment, an ELISA was carried out to
detect antibodies specific for F. hepatica cathepsin L1, and the results were negative for
all animals. Animals were distributed into treatment groups as shown in Table 1. The
experiment was approved by the Bioethical Committee of the University of Cordoba
(No. 7119 and No. 1118), and it was carried out taking into account European
(86/609/CEE) and Spanish (RD 223/1988) directives for animal experimentation.

2.2. Fluke burdens and histopathology

All animals were necropsied, the duodenum was tied proximally and distally to the bile
duct (a length of 8 to 10 cm), the liver was removed and the visceral and diaphragmatic
aspects were photographed for gross evaluation. Hepatic lymph nodes (HLN) were
weighed and results expressed in gtstandard deviation (SD) per group. Samples were
collected from HLN and affected areas of the liver. Four samples were collected from
the left liver lobe and one from the right lobe as the left lobe consistently had more
lesions, presumably due to its close proximity to the duodenum. All the samples were
fixed in 10% buffered formalin for 24 hours and routinely processed and embedded in
paraffin wax for histopathology. Four micrometre thick tissue sections were stained
with haematoxylin and eosin for histopathology. A quantitative estimation of liver
damage was carried out: in the acute stages of infection, the total number of gross
hepatic lesions was counted in each animal using Image Pro- plus 6.0 software (Media
Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA) and results expressed as mean £ SD per
group. In the chronic stages of infection, the percentage of affected liver surface was

calculated as described previously (Zafra et al., 2013).
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In groups 1 and 4 (chronic stages of infection) fluke burdens were assessed. The
gallbladder and major biliary ducts were opened and flukes were recovered. Then, the
bile ducts were opened and flukes were removed with blunt forceps. Finally, the livers
were cut into small pieces (1 cm?) and washed in hot water to collect the remaining
flukes.

2.3. Immmunohistochemistry

The avidin—biotin—complex method described by Zafra et al. (2013) was used for the
immunohistochemical study. Four-um serial sections were used for CD3 and Foxp3
antibodies. The anti-mouse/rat Foxp3 monoclonal antibody (clone FIK-16s, rat 1gG2a,
eBioscience Inc. San Diego, CA, USA) diluted 1:100 in PBS containing 10% normal
goat serum, and the rabbit anti-human CD3 (Dako, Glostrup, Denmark) diluted 1:200 in
PBS containing 10% normal goat serum, were applied overnight at 4°C. The Foxp3
mADb has been shown to cross react with Foxp3 in sections of formalin-fixed sheep
tissues (McNeilly et al., 2013). Serial sections were used for Foxp3 and CD3 antibodies.
A biotinylated goat anti-rabbit immunoglobulin serum (Dako) diluted 1:200 was applied
as the secondary antibody for the CD3 slides, whereas a biotinylated goat anti-rat
immunoglobulin (Dako) diluted 1:200 in PBS was applied as the secondary antibody for
the Foxp3 slides. The avidin—biotin—peroxidase complex (Vector Laboratories) diluted
1:50 was finally applied and after washed, tissue sections were incubated with
NovaRED™ substrate kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA), rinsed in tap water,
lightly counterstained with Mayer's haematoxylin and mounted with DPX (Shandon,
Pittsburgh, Pennsylvania, USA). Specific primary antibodies were substituted with PBS
or non-immune isotype-matched sera as the negative control. Lymph node sections

from uninfected goats and sheep were used as positive controls.

2.4. Cell counting

Immunoreactive cells were counted using Image Pro-plus 6.0 software (Media
Cybernetics). The software was calibrated for labelling intensity and cell size to include

all immunolabelled cells. Photomicrographs (0.16 mm? each) from each animal were
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used for cell counting. In negative control livers (groups 3 and 6), 10 photomicrographs
were selected randomly from portal areas for cell counting. In chronic infection stages
(groups 2 and 5), cell counting was carried out to evaluate: (1) response to tissue
damage (10 photomicrographs selected randomly from inflammatory infiltrates
associated with chronic tracts and granulomas) and (2) response to adult flukes (10
photomicrographs selected randomly from inflammatory infiltrates associated with
portal areas with severe bile duct hyperplasia). In early infection stages (groups 1 and
4), 10 photomicrographs randomly selected from damaged areas were used for cell
counting. In HLN, 10 photomicrographs randomly selected from cortical areas, and 10
pictures selected from medullary areas, were used for cell counting. CD3* T cells and
Foxp3* cells were counted in adjacent areas of serial sections and the percentage of
Foxp3*/CD3" T cells was estimated from by dividing numbers of Foxp3+ cells by the
number of CD3+ cells in those adjacent serial sections. Results were expressed as mean

+ SD per group.

2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with PRISM 6.0 software (Graphpad Software Inc.,
San Diego, California, USA). The Kolmogorov-Smirnov test was applied to evaluate if
data were normally distributed and according to the results, data were analysed with the
non-parametric Kruskall-Wallis with Dunn’s multiple comparisons tests. Correlations
between parasitological, pathological and immunohistochemical data were estimated
using the Spearman’s rank non-parametric correlation test. Statistical significance was
set at P < 0.05.

3. Results

3.1. Fluke burdens

Goats from group 1 (chronic stages of infection) showed 64, 42, 51, 73, 59 and 42

flukes, respectively (55.4 = 12.2), whereas sheep from group 4 (chronic stages of
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infection) showed 57, 40, 54, 58, 41 and 52 flukes, respectively (50.3 + 7.9). Percentage

of implantation (PI) was 27.7 % and 25.1% in goats and sheep, respectively.

3.2. Gross and histopathological study

3.2.1. Liver

In the early stages of infection (9 dpi), all goats (group 2) and sheep (group 5) showed
reddish spots and small tortuous whitish tracts mainly involving the diaphragmatic
aspect of the left liver lobe. Quantification of those lesions resulted in mean of
113.4+54.6 in goats and 111.8+35.7 in sheep. Microscopic hepatic changes in the early
stages post infection consisted of necrotic foci and tracts within the hepatic parenchyma,
often associated with focal haemorrhage, mainly involving subcapsular areas.
Inflammatory infiltrates associated with these necrotic areas consisted mainly of
eosinophils with fewer lymphocytes and macrophages. Adjacent portal spaces showed
severe infiltration of lymphocytes, eosinophils and macrophages. These inflammatory
cells migrated from portal areas through hepatic sinusoids to necrotic areas of the

hepatic parenchyma.

In the late stages of infection, both goats (group 1) and sheep (group 4) demonstrated
scars and tortuous white tracts, particularly involving the left liver lobe. Percentage of
affected areas in goats was 36.02+9.4% and 33x17.6% in sheep. The gallbladder and
major biliary ducts were whitish and enlarged, and they contained brownish fluid
admixed with adult flukes. Microscopically, hepatic lesions were composed of marked
fibrosis in portal spaces containing large bile ducts and severe infiltration of
lymphocytes and plasma cells, either in a diffuse or lymphoid follicle pattern (response
to adult flukes, observed within enlarged bile ducts which often showed epithelial
erosion). Additionally, chronic tracts with macrophages containing abundant
hemosiderin pigment, granulomas with necrotic centres, macrophages and giant
multinucleate cells and variable infiltrates of lymphocytes, plasma cells and eosinophils

were found in the hepatic parenchyma (response to tissue damage).
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3.2.2 Hepatic lymph nodes

In goats weight of HLN was 2.2 gr £ 0.9, 18.2 gr £3.4 and 1.0 gr £ 0.5 in groups 1, 2
and 3, respectively. In sheep HLN weight was 1.4 + 0.3, 6.3 + 0.8 and 1.0 + 0.5 in
groups 4, 5 and 6, respectively. Significant HLN weight increase (P<0.01) was found in
chronic infection (groups 2 and 5) with respect to negative controls and acute infection
in goats and sheep. The histological study revealed that the HLN weight increase in
chronic infections was due to a marked hyperplasia of lymphoid follicles, interfollicular

areas and medullary cords.

3.3. CD3 and Foxp3 expression in the liver

Results of cell counting for CD3 and Foxp3 in livers of goats and sheep during acute
and chronic infections and negative controls are shown in Table 1. Uninfected control
goats and sheep showed occasional CD3* T lymphocytes mainly located in portal areas.
Foxp3* cells were also occasionally noted and also located in portal areas. The
percentage of Foxp3/CD3 T cells was 20.3% and 18.8% in goats and sheep,
respectively (Table 1).

At 9 dpi (acute infection stage), CD3* and Foxp3* T cells were found at the periphery of
necrotic foci and adjacent portal spaces (Fig. 1). The number of both Foxp3* and CD3*
T lymphocytes increased significantly in goats and sheep with respect to negative
controls (Table 1). However, the percentage of Foxp3*/CD3* did not show a significant

change in either goats (P=0.55) or sheep (P=0.48) with respect to negative controls.

In the chronic stages of infection (15-19 wpi), the number of CD3* T lymphocytes and
Foxp3™ T cells was significantly increased in both goats and sheep with respect to
control livers, particularly in portal spaces with severely enlarged bile ducts (Figs. 2 and
3; location B in Table 1), whereas in granulomas, chronic tracts and smaller portal
spaces, the number of CD3* and Foxp3* T cells was also increased with respect to
negative controls but lower than in the vicinity of enlarged bile ducts (Location A in
Table 1).
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Figure 1. Acute infection sheep liver showing a portal space with a bile duct (B) surrounded by
severe inflammatory infiltrate (1) with several Foxp3* T cells (red-brown colour). ABC method,
x200. Figure 2. Chronic infection sheep liver showing severe inflammatory infiltrate
surrounding large bile ducts (arrows) showing numerous CD3* T lymphocytes (brown colour).
ABC method, x200. Figure 3. Serial section of that shown in Fig. 3, showing numerous Foxp3*
T cells in the inflammatory infiltrate surrounding bile ducts (arrows). ABC method, x200.
Figure 4. Negative control goat hepatic lymph node showing moderate number of Foxp3* T
cells (brown-red colour) in interfollicular (IF) areas. ABC method, x200. Figure 5. Acute
infection goat hepatic lymph node showing numerous Foxp3* T cells (brown-red colour) in
interfollicular (IF) areas. ABC method, x200. Figure 6. Chronic infection goat hepatic lymph
node showing a lymphoid follicle (LF) and interfollicular areas (IF) containing numerous
Foxp3* T cells (brown-red colour) in interfollicular (IF) areas. ABC method, x200.
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The percentage of Foxp3*/CD3* T cells in areas of tissue damage in goats was
significantly reduced with respect to both the negative controls and acute infections,
while it did not change significantly in sheep. In areas of response to adult flukes
(periphery of enlarged bile ducts), the percentage of Foxp3*/CD3* was not significantly

modified with respect to uninfected controls.

There was no statistical correlation between number of Foxp3* T cells and fluke burden

or gross pathology in any of the studied groups.

Table 1.- Experimental design: groups distribution and infection.

Group | Hosts |n Infection Killing

1 Goat 6 100 mtc 9 dpi Acute stage

2 Goat 6 200 mtc 15 wpi Chronic stage

3 Goat 6 - 9 dpi/15 wpi Uninfected controls
4 Sheep |6 150 mtc 9 dpi Acute stage

5 Sheep | 6 200 mtc 19 wpi Chronic stage

6 Sheep |6 - 9 dpi/19 wpi Uninfected controls

All infected animals were infected orally with metacercariae of ovine origin (Ridgeway
Research Ltd.), administered in gelatine capsules with a dosing gun. All animals were
killed by intravenous injection of T61 (Intervet International GMBH,
Unterschleissheim, Germany).

3.4. Hepatic lymph nodes

Results of cell counting for CD3* and Foxp3* in HLN of goats and sheep during acute
and chronic stages of infection and in negative controls are shown in Table 2.
Uninfected control goats and sheep showed abundant infiltrates of CD3* T lymphocytes
and Foxp3* T cells in the cortex, particularly in interfollicular areas (Fig. 4), whereas
the number of both cell populations was lower in the medulla (medullary cords and

medullary sinuses).

During acute infections, CD3* T lymphocytes were significantly increased with respect
to negative controls in sheep and goats (cortex) and sheep (medulla) (Table 2). Foxp3*

T cells were mainly found in interfollicular areas of the cortex (Fig. 5). The number of
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Foxp3* T cells and ratio Foxp3*/CD3* increased significantly only in the cortex of
acutely infected goats with respect to negative controls (Table 2). The number of
Foxp3* Tregs and the ratio of Foxp3*/CD3* in the medulla were very similar in negative

controls and acutely infected goats and sheep (Table 2).

During chronic infections, the number of CD3* T cells was significantly increased in the
cortex and medulla of goats and sheep with respect to negative controls (Table 2).
Foxp3* were mainly found in interfollicular areas of cortex (Fig. 6), where a significant
increase was found in chronically infected goats and sheep with respect to uninfected
controls. The percentage of Foxp3*/CD3* did not change significantly with respect to

the uninfected controls in the cortex and medulla of either goats or sheep (Table 2).

Table 2.- Number and percentage of Foxp3* and CD3* T lymphocytes in livers of acute and
chronic stage of infection, and in uninfected controls. Results expressed as mean + SD of cells

per 0.2 mm? per group.

Location A Location B
Group
) %Foxp3/ %Foxp3/

(Species-stage Foxp3 CD3 Foxp3 CD3

) ) CDh3? CDh3?
of infection)
1 (goats-Al) 5542.2°  25.4+3.6" 21.849.2
2 (goats-Cl) 6.1+2.0" 60.9+11.6° 10.5+3.9" 31.0#5.1"%  123.7421.1"% 25.1+1.3
3 (goats-UC) 0.7+0.3 3.7+0.2 20.3+10.0
4 (sheep-Al) 6.2+2.9" 30.2+4.4°  19.9+7.4
5 (sheep-Cl) 6.8+2.8" 52.9+15.1" 12.8+3.9 30.8£6.0"%  129.2+19.3"%  24.1+4.6
6 (sheep-UC) 0.6+0.3 3.2+0.5 18.8+8.1

Location A: Uninfected control (UC): randomly selected portal areas. Acute infection (Al):
portal areas, necrotic foci. Chronic infection (CI): portal areas, granulomas and chronic tracts.

Location B: Chronic infection: Periphery of enlarged bile ducts. This location is studied only in
the chronic stage of the infection, when adult liver flukes are in the bile ducts and marked
histopathological alterations occurred in the surrounding tissue.

2@ Estimated percentage of CD3* T cells which are Foxp3*
* Significant difference (P < .05) compared to the uninfected control group.
§ Significant difference (P < .05) respect to the acute infection stages.
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Table 3.- Number and percentage of Foxp3* and CD3" T lymphocytes in hepatic lymph nodes

of acute and chronic stage of infection and negative controls goats and sheep. Results expressed

as mean = SD per group.

Cortex Medulla
Group
%Foxp3/ %Foxp3/
(Species-stage Foxp3 CD3 Foxp3 CD3
) ) CD3 CDs3
of infection)
1 (goats-Al) |46.0+5.3" 299.0+15.85 |15.4+1.8" |[7.6x15 107.04£6.1 7.1+1.1
2 (goats-Cl) | 45.4+16.3° |389.8+18.2° |11.745.9 8.0+2.1 117.1+4.6° |6.8+1.0
3 (goats-UC) |22.2+4.3 287.6%3.3 9.5+2.3 7.3+0.9 94.2+3.7 7.7+1.2
4 (sheep-Al) |22.6+3.0 303.7£37.8" |7.4+1.4 8.4+3.3 122.2+16.8" |6.9+2.3
5 (sheep-Cl) |36.3+6.9"% |392.946.3"% |9.2+2.6 9.7+3.1 115.246.7° |8.4+2.1
6 (sheep-UC) |21.0£6.6 246.0£18.4 |8.9#4.1 7.6+£1.5 82.8+6.5 9.2+15

Al: acute infection (9 days post-infection, dpi); CI: chronic infection (15 -19 weeks
post-infection, wpi); UC: uninfected controls.

* Significant difference (P < .05) compared to the uninfected control group.

§ Significant difference (P < .05) respect to the chronic infection stage.

4. Discussion

Chronic parasitic infections are facilitated by the modulation and/or suppression of the

host immune response caused by these parasites, and Foxp3* T cells are the main cell

population mediating such modulation of the host immune response (Adalid-Peralta et

al., 2011; Taylor et al., 2012). While F. hepatica has shown a potent capacity to

modulate the host immune response (Dalton et al., 2013), the distribution of Foxp3* T

cells has not been investigated in F. hepatica infected cattle or sheep.

In the present study, we have found a significant increase of Foxp3® T cells in the

hepatic lesions of both goats and sheep, in the acute and the chronic stages of the
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infection. This increase of Foxp3* T cells was generally correlated to an increase in the
number of CD3* T cells, so the percentage of Foxp3*/CD3* cells did not change. The
increase in the total number of Foxp3* T cells without modification of the Foxp3*/CD3*
percentage has been described in different parasitic infections in sheep, as in Psoroptes
ovis infection (McNeilly et al., 2010) and Teladorsagia circumcinta infection (McNeilly
et al., 2013). In our work, it is noteworthy the differences between the total number of
Foxp3* cells in different stages and locations of the infection, with the higher number of
cells found in correlation with the presence of adult flukes in the bile ducts (chronic

stage).

The rapid expansion of Foxp3* T cells in the acute phase of the infection (9 dpi) seems
to be related to the larval migration in the hepatic parenchyma, since most of those cells
were found around necrotic foci and tracts and in the adjacent portal spaces. However,
no correlation was found between number of Foxp3* T cells and the number of necrotic
lesions. The early presence of Foxp3* T cells in the initial stages of parasitic infections
has been shown in gastrointestinal nematode mouse model (Finney et al., 2007) and it
has been explained as an immunomodulatory mechanisms facilitating the survival of the
parasite. In sheep, McNeilly et al. (2013) described an increase of Foxp3* T cells at 10
dpi in the abomasal mucosa of sheep infected with Teladorsagia circumcincta, that may
reflect a homeostatic regulatory mechanism within the abomasal cellular immune
response to minimize immune-mediated abomasal pathology. Our data suggest Foxp3*
T cells may play a role in modulating the initial host immune response, contributing to
the survival of F. hepatica during the migratory stage. However, further studies are
required to clarify the relationship between the initial Foxp3™ T cells expansion and the
inability of the immune effector mechanisms to kill the newly excysted juveniles of F.
hepatica in the early peritoneal and hepatic migration, as occurred in the protective

responses observed in the F. gigantica sheep model (Piedrafita et al., 2007).

In the chronic hepatic lesions, the increase of Foxp3* T cells was more pronounced in
the inflammatory infiltrates adjacent to large bile ducts than in the periphery of
granulomas, chronic tracts and small portal areas. Since the adult parasites in these
stages are located within the bile ducts and gallbladder, it seems that Foxp3* T cells are
specifically recruited to the vicinity of F. hepatica adults or are actively induced by the
adult parasites and this may be related to the chronicity of the infection and the long

survival of the parasite in the host (Escamilla et al., 2016).
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A dual role has been described for Foxp3* T cells in hepatic helminth infections:
minimising tissue pathology and modulating the host immune response to facilitate
parasite survival, as reported in the case of Schistosoma japonicum infection in mice
(Zhu et al., 2015). In the present study, the different proportion of Foxp3* T cells in the
periphery of granulomas and chronic tracts compared to those of large bile ducts and the
lack of correlation between Foxp3*™ T cells and fluke burden or gross pathology may
also suggest this dual role for these cells in F. hepatica infections. The evaluation of
cytokines such as I1L-10 and TGF-f produced by Foxp3* T cells in each of these hepatic

lesions is of foremost interest to elucidate this point.

The number of Foxp3* T cells was also significantly increased in the cortex of the HLN,
as well as the number of CD3* T lymphocytes in both the cortex and the medulla. This
data agrees with the increase of Foxp3* T cells in mesenteric lymph nodes found in
helminth infected mice (Smith et al., 2016). Some differences were observed between
sheep and goats, since goats showed higher number of Foxp3* cells in both the acute
and the chronic stages, with a significant elevation of the percentage of Foxp3*/CD3* in
the acute phase of the infection. However, we found no correlation between this higher
number of Foxp3* T cells in HLN in goats and any other parasitological or pathological
data. Sheep and goats seems to have a different immune mechanism in response to
gastrointestinal nematodes (Hoste et al., 2010), but no such difference seems to appears

in the case of F. hepatica infection.

In conclusion, this is the first report describing the distribution of Foxp3* T cells in
acute and chronic hepatic lesions and HLN of F. hepatica infected goats and sheep. The
expansion of Tregs in acute and chronic hepatic lesions may be involved in parasite
survival as well as in minimising tissue pathology. Future studies should focus on the
investigation of parasite molecules, particularly from newly excysted juveniles,
involved in the expansion of Foxp3 T cells, as well as the cytokines produced by this

cell type in the different hepatic lesions to elucidate their roles in F. hepatica infection.
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Discusion

La fasciolosis es una enfermedad causada por el parasito Fasciola hepatica que, gracias
a su capacidad de evasién del sistema inmunitario del hospedador, llega a establecerse
cronicamente en los conductos biliares del higado de forma crénica produciendo
importantes pérdidas economicas en el ganado y, ademas, al considerarse una zoonosis,
pone en riesgo la vida de hasta 180 millones de personas en el mundo. F. hepatica se
caracteriza por establecer en el hospedador una respuesta inmunitaria adaptativa de tipo
Th2. Sin embargo, la respuesta inmunitaria innata mediada por la accion de eosinéfilos
y macrofagos contra los parasitos también juega un papel critico en la lucha contra F.

hepatica.

Para comprender la importancia del estudio de la modulacién del sistema inmunitario
del hospedador ejercida por los parésitos helmintos tales como F. hepatica, debemos
conocer la importancia de esta enfermedad en la actualidad. En los Gltimos afios se ha
producido un aumento significativo de las resistencias a los antihelminticos,
fundamentalmente al triclabendazol (TCBZ), que es hasta la fecha el antiparasitario mas
efectivo frente a las formas agudas y las crénicas de la infeccion. Este aumento de la
resistencia a los farmacos supone un serio problema para el control de la enfermedad, lo
que produce un aumento de la presencia de “fallos en el tratamiento” como se ha
recogido en diversas revisiones realizadas por el autor Fairweather (2011b). Dada la
magnitud de las pérdidas econdmicas cifradas en la produccion de aquellas ganaderias
donde la prevalencia de F. hepatica es elevada, asi como la creciente zoonosis en la que
se ha convertido en determinadas zonas del mundo, en las Gltimas décadas se vienen
desarrollando numerosos ensayos experimentales focalizados en la busqueda de
candidatos vacunales eficaces que, por un lado, solvente los problemas de la resistencia
a antihelminticos y mejore la prevencion y control de la enfermedad, y por otro, limite
los residuos quimicos en la produccién. Sin embargo, F. hepatica, al igual que otros
helmintos, ha desarrollado una gran variedad de mecanismos de evasion del sistema
inmunitario del hospedador cuyo objetivo es suprimir o modular la respuesta
inmunitaria, hasta el punto de hacerla inefectiva. Este hecho supone un gran
inconveniente para el desarrollo de vacunas eficaces (Molina-Hernandez y cols., 2015).
Por ello, es crucial el conocimiento de la bases moleculares de esas diferentes
estrategias inmunomoduladoras que permiten la supervivencia del parasito en el

hospedador.
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La tincion de Hansel fue desarrollada originalmente para identificar eosinofilos a nivel
de secreciones nasales, bronquiales y oculares mediante la observacién de los granulos
especificos rojo-rosaceos brillantes (Nolan y cols., 1986). También de igual forma ha
sido usada para identificar y cuantificar eosinofilos en gran variedad de fluidos como en
el sedimento urinario (Brito y cols., 2014) o en tejidos (Nguyen y cols., 2012). En las
secciones de tejido hepatico examinadas en el Primer Trabajo de Tesis, los eosinéfilos
se identificaron con mayor facilidad que con las tinciones convencionales de
hematoxilina-eosina. Se hicieron pruebas, usando la Tincion de Hansel como
contratincion de las técnicas inmunohistoquimicas de marcadores anti-caspasa-3 asi
como de la técnica TUNEL, pero el color marrén oscuro de la inmunotincion
enmascaraba el color rojo intenso de los granulos citoplasmaticos de los eosinofilos
impidiendo la identificacion del tipo celular, por este motivo finalmente se usaron cortes
seriadas. Es importante indicar que en el primer trabajo publicado y presentado en la
presente Tesis Doctoral, no se incluyeron resultados de la técnica TUNEL por peticion
por parte de la revista indexada Veterinary Parasitology de adaptar la publicacién a un
formato reducido "short communication™. Estos resultados pueden consultarse en el
ANEXO IV.

La apoptosis de células innatas efectoras como eosinéfilos, monocitos y macrofagos ha
sido evidenciada en numerosas ocasiones como un mecanismo de inmunosupresion
local durante las infecciones parasitarias (Shin y cols., 2000; Semnani y cols., 2008;
Yan y cols., 2008; Zepeda y cols., 2010; Das Mohapatra y cols., 2014), describiéndose
en gran cantidad de infecciones por helmintos como Schistosoma japonicum (Xu y
cols., 2010; Han y cols.,, 2013) S. Mansoni (Rumbley y cols.,, 2001), Necator
americanus (Chow vy cols., 2000) y Taenia crassiceps (Zepeda y cols., 2010), causando
una inmunomodulacién de la respuesta inmunitaria del hospedador que permitiria la
supervivencia del parasito durante periodos prolongados. Como F. hepatica induce una
potente inmunosupresion, hasta el punto de impedir la generacién de una respuesta Thl
efectiva permitiendo la presencia de infecciones secundarias (Dalton y cols., 2013), el
papel de la apoptosis como un mecanismo ésta deberia ser investigado particularmente
durante los estados migratorios cuando el parasito es mas vulnerable a la respuesta

inmunitaria del hospedador.

Por todo lo anteriormente expuesto, en el Primer Trabajo de esta Tesis, nos centramos

en evaluar la presencia y el nimero de eosindfilos que presentan apoptosis en los
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infiltrados inflamatorios en el higado de ovejas infectadas experimentalmente con F.
hepatica durante las fases migratoria (8 y 28 dpi) y biliar (17 semanas pi) de la
infeccion mediante la inmunoreactividad de la caspasa-3 activada en el tejido hepético y

mediante los cambios ultraestructurales de los eosinéfilos en apoptosis.

La caspasa-3 es una importante caspasa efectora que juega un papel crucial durante la
apoptosis, activando directamente a las enzimas responsables de la fragmentacion del
ADN. La caspasa-3 activada ha sido usada como marcador de apoptosis en tejidos sanos
(Resendes y cols., 2004) y en secciones de tejidos infectados (Chen y cols., 2008;
Mkupasi y cols., 2013). En los higados procedentes del grupo control no infectado no se
evidencid la presencia de apoptosis. Esta ausencia de células inflamatorias apoptéticas
en los controles negativos en el estudio contrasta con la presencia de apoptosis en
tejidos linfoides procedentes de cerdos sanos y podria deberse al escaso numero de
células inflamatorias presentes en el higado sano de ovejas comparado con esos 6rganos

linfoides (Resendes y cols., 2004).

Los resultados del primer trabajo presentado en esta Tesis Doctoral, arrojan un potencial
papel inductor de la apoptosis de los eosinéfilos en el infiltrado del parénquima hepatico
de ovejas por parte de F. hepatica. Los resultados describen una distribucion de los
eosinofilos en apoptosis particularmente caracteristica. En este sentido, en las fases
tempranas de la infeccion correspondiente a la fase migratoria de la larva (8 y 28 dpi),
cuando la larva juvenil migrante es mas susceptible al ataque del sistema inmunitario
del hospedador, se hallaron eosinofilos apoptéticos, fundamentalmente en la periferia de
los focos de necrosis que la larva deja tras de si durante su migracion a través del
higado. Esas areas de necrosis aguda, se encontraban detras de larvas migrantes, de
acuerdo con trabajos publicados en la bibliografia con anterioridad sobre oveja
(Meeusen y cols., 1995; Zafra y cols., 2013a, b).

A los 8 y a los 28 dpi se hallaron tanto células como cuerpos apoptéticos positivos a
TUNEL y Caspasa-3, en el infiltrado inflamatorio asociado a focos de necrosis aguda y
a trayectos necroticos, y en menor medida en torno a los focos de necrosis mas
organizados en el caso de los animales sacrificados a los 28 dpi. Debido a que el
fendmeno de la apoptosis ha sido fundamentalmente detectado en lesiones producidas
por la larva migrante en el parénquima hepatico, principalmente focos agudos de

necrosis, es razonable suponer que las larvas de F. hepatica son capaces de inducir la
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apoptosis de las células inflamatorias durante los estados migratorios de la infeccion. En
este sentido, se ha evidenciado que los productos de excrecion y secrecion de F.
hepatica (FhESP) son capaces de inducir la apoptosis de eosindfilos y macréfagos
procedentes de ratas in vivo (Serradell y cols., 2007; 2009; Guasconi y cols., 2012).
Ademas, se han detectado niveles elevados de anticuerpos IgG especificos frente a
FhESP desde las 4 semanas post-infeccion en adelante en cabras infectadas
experimentalmente con F. hepatica (Martinez-Moreno y cols., 1999). En el presente
estudio, se encontraron numerosas células inflamatorias en estado de apoptosis
mediante la técnica TUNEL y la expresion de caspasa-3 en la periferia de los focos de
necrosis aguda, mientras que solo de manera ocasional se hallaron células inflamatorias
apoptoticas en infiltrados inflamatorios no asociados a focos de necrosis. Este hecho,
apoyado con lo descrito en la literatura (Serradell y cols., 2007; 2009; Guasconi y cols.,
2012), sugieren que la larva migratoria de F. hepatica podria inducir la apoptosis de las

células inflamatorias mediante la liberacion de sus productos de excrecion y secrecion.

Sin embargo, en fases crénicas de la infeccion (17 semanas pi), esta distribucion se
concentro alrededor de los grandes conductos biliares donde se alojaba el parasito
adulto. Esto sugiere que determinados productos liberados por la larva migrante o bien
el propio adulto, podrian estar, por un lado, atrayendo la presencia de un mayor
infiltrado de eosindfilos y, por otro, provocando la apoptosis de los mismos. La
presencia de numerosas celulas inflamatorias TUNEL™" y caspasa-3* en los infiltrados
asociados a los grandes canaliculos biliares hiperplasicos, donde se han encontrado
frecuentemente parasitos adultos en su interior, asi como la presencia ocasional de
células inflamatorias en apoptosis en los infiltrados inflamatorios asociados a
granulomas y pequefios canaliculos biliares, sugieren que los FhESP liberados por el
adulto, podrian causar la apoptosis de las células inflamatorias. La presencia de
apoptosis de las células inflamatorias del infiltrado inflamatorio que rodea a los
caniliculos biliares (Pérez y cols., 1999) sugiere que la apoptosis de células efectoras,
principalmente  eosinofilos, podrian jugar un importante papel en la
inmunosupresién/modulacion durante los estadios crénicos de la infeccion, facilitando

asi la supervivencia del parésito durante largos periodos de tiempo.

En este estudio, los eosinofilos apoptoticos se identificaron mediante microscopia
electronica de transmision (TEM) en las muestras de tejido hepéatico procedentes de

ovejas a los 8 y 28 dpi. Ultraestructuralmente, los eosindfilos presentaban los tipicos
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granulos citoplasmaticos con un nucleoide electrodenso en consonancia con las
caracteristicas descritas en eosinéfilos de humano (Duffin y cols., 2009) y de ovino
(Balic y cols., 2006). La condensacion y fragmentacion de la clomatina con una
membrana nuclear intacta, se observé en los eosinéfilos apoptéticos en este trabajo vy,
asimismo, ha sido descrita mediante estudios de TEM en eosinéfilos de humano (Duffin
y cols., 2009) y de ovino (Balic y cols., 2006). En el estudio llevado a cabo en
Haemonchus contortus, los eosinéfilos que se encontraron en apoptosis a nivel gastrico
estaban degranulados (Balic y cols., 2006). Sin embargo, en nuestro trabajo, los
eosindfilos apoptoticos contenian los tipicos granulos eosinofilos intactos. Estos
hallazgos sugieren que durante la fase migratoria de F. hepatica la apoptosis no puede
ser debida a la degranulacion de los eosinofilos. De igual forma en los estadios
cronicos, también se evidenci6 el fendmeno de la apoptosis de las células efectoras en el
infiltrado inflamatorio que rodea a los grandes conductos hiperplasicos donde

habitualmente se alojan los parasitos adultos.

En cuanto a la reactividad de células no pertenecientes al sistema inmunitario, nuestro
estudio reveld la presencia de apoptosis de células con caracteristicas morfologicas de
hepatocitos localizados en la periferia de focos de necrosis agudos, un hecho
confirmado mediante la expresion de TUNEL+, caspasa-3+ y el estudio ultraestructural.
(ANEXO Illa.- Imagenes Primer trabajo). Sin embargo, la apoptosis de los hepatocitos
no ha sido descrita con anterioridad en las infecciones por F. hepatica ni en estudios in
vitro. Por otro lado, hay estudios de la induccion de la apoptosis de los colangiocitos
humanos in vitro por el trematodo hepéatico Opisthorchis viverrini (Jasakul y cols.,
2012). Pero nuestros resultados (ANEXO IV.- Técnica TUNEL) muestran sélo
ocasionalmente colangiocitos apoptdticos en canaliculos biliares aislados no
hiperplasicos, que podria estar asociado a un proceso fisioldgico de renovacion celular,
en lugar de a un fendmeno apoptético inducido por F. hepatica. La erosion epitelial
observada en los principales conductos biliares hiperplasicos que contienen a los
parasitos adultos de F. hepatica, estaria producido por un dafio mecéanico ocasionado
por las propias espiculas del parasito o bien por un dafio quimico producido por los
FhESP. No obstante, nuestros resultados no pueden confirmar que esa apoptosis sea

inducida por F. hepatica.

El Segundo Trabajo de la presente Tesis Doctoral se centra en el estudio de la apoptosis

de los leucocitos localizados en el peritoneo para entender la importancia de este
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fendbmeno como un mecanismo modulador del parasito que le permite evadir la
respuesta inmunitaria en fases tempranas de la infeccion (1, 3, 9 y 18 dpi). La migracion
de las formas juveniles recién desenquistadas de F. hepatica que atraviesan la pared
intestinal hasta alcanzar el parénquima hepatico, pasando por el peritoneo, hace que esta
localizacion sea critica para el desarrollo de vacunas dirigidas a eliminar las larvas antes

de que se produzca el dafio hepatico.

De este modo, el estudio de las poblaciones celulares presentes en el liquido peritoneal a
los 18 dpi, revel6 una disminucion en el porcentaje de macrofagos (25.8+8.9%) en
comparacion con los animales control no infectados (60.0+14.7%), mientras que
encontramos un considerable aumento del porcentaje de eosindfilos (49.3+£14.1%),
respecto a los controles (2.7£1.1%). El incremento relativo en el porcentaje de
eosinofilos peritoneales y el descenso de los macrofagos y linfocitos (24.1+9.5%)
durante el transcurso de la infeccion coincide con los resultados publicados por nuestro
grupo en cabras en fases tempranas de la infeccion con F. hepatica (Zafra y cols.,
2013b). Los resultados presentados en este Segundo Trabajo muestran que la infeccion
por F. hepatica induce la apoptosis de los leucocitos peritoneales en ovejas desde el 1
dpi en adelante. La determinacion de los leucocitos apoptoticos se basa en el ensayo de
la anexina V. Este ensayo esta basado en expresion de fosfatidilserina (PS) en la
superficie externa de la membrana plasmatica, durante las etapas iniciales de la
apoptosis. PS se une con una elevada afinidad al anticoagulante anexina V que es
visualizado mediante citometria de flujo, la cual ha sido usado con anterioridad en gran
variedad de patologias incluidas aquéllas asociadas con las infecciones por helmintos
(Serradell y cols., 2009).

Cuando comparamos el ensayo de la anexina V con la expresion de la caspasa-3, el
grupo control no infectado presentaba resultados similares con ambas técnicas,
obteniéndose un escaso porcentaje de leucocitos apoptoticos (1.7+0.66 y 0.4+0.6%
respectivamente). Sin embargo, en los estadios muy iniciales de la infeccién (1 dpi), el
ensayo con anexina V detecta un mayor porcentaje de apoptosis para macrofagos
(37.8+11.1%), linfocitos (28.3+11.4%) y granulocitos (30.7+6.7%), mientras la caspasa-
3 solo se expresd en el 1,2+1.3% de los leucocitos peritoneales mediante
inmunocitoquimica. Estos resultados sugieren que el ensayo con anexina V puede
detectar apoptosis en periodos mas iniciales del proceso en comparacion con la

expresion de caspasa-3 activada mediante inmunocitoquimica. Adicionalmente, la
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apoptosis de eosinéfilos presentes en el liquido peritoneal a los 18 dpi se confirmé
mediante el estudio de los cambios ultraestructurales, ya citados con anterioridad en la
presente discusion, por TEM. En este caso, el empleo de TEM fue menos util para
cuantificar el porcentaje de leucocitos apoptéticos debido a la pequefia cantidad de
muestra examinada en comparacion con la expresion de caspasa-3 y el ensayo de

anexina V.

El elevado incremento de macrofagos, linfocitos y granulocitos apoptéticos encontrados
en el peritoneo desde el 1 dpi nos sugiere que la larva de F. hepatica en su estadio
inicial de migracién, desde el intestino hasta alcanzar el higado, es capaz de inducir una
rapida apoptosis de los leucocitos peritoneales, lo cual permitiria el avance de la larva
migrante a través de la cavidad peritoneal, evadiendo la respuesta inmunitaria

desarrollada en esta localizacion en el hospedador.

Por otro lado, a los 18 dpi, el porcentaje de macrofagos y linfocitos en apoptosis
desciende (10. +2.7 y 4.7+1.4, respectivamente) con respecto a lo hallado a 1 y 3 dpi.
En contraste, el porcentaje de granulocitos apoptéticos aumenta (80+£6%). De acuerdo
con el estudio diferencial de las poblaciones celulares, la mayoria de los granulocitos
peritoneales a los 18 dpi eran eosinofilos. Debido al incremento del numero de focos y
trayectos necréticos (ANEXO I11.- Anatomia Patologica Hepatica) causados por la larva
migrante en la superficie hepética a los 9 dpi, y particularmente, a los 18 dpi, es posible
que los productos liberados, desde las areas necrosadas en la superficie hepatica hacia el
peritoneo, puedan inducir el reclutamiento y apoptosis de los leucocitos peritoneales,

particularmente eosinéfilos, en este estadio de la infeccion.

En resumen, a pesar de la gran cantidad de evidencias previas a cerca del potencial
mecanismo de evasion que supone la apoptosis en las infecciones por helmintos, nunca
se habia estudiado la apoptosis en ovejas infectadas experimentalmente con F. hepatica
durante los diferentes estadios de la infeccion aguda y cronica. Los resultados recogidos
en el Primer (Escamilla y cols., 2016) y Segundo Trabajo (Escamilla y cols., 2017) de la
presente Tesis Doctoral, junto con los resultados recogidos en el ANEXO IV confirman
que F. hepatica induce la apoptosis de eosindfilos fundamentalmente y otras células del
infiltrado inflamatorio en trayectos hepaticos necroticos agudos, asi como en la periferia
de los grandes canaliculos biliares hiperplasicos donde habita F. hepatica adulta en los

estadios cronicos de la infeccion. De igual manera, se evidencia la induccion de la
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apoptosis en las células leucocitarias efectoras, fundamentalmente eosinéfilos, presentes
en el liquido peritoneal durante los estadios tempranos de la infeccion. Estos resultados,
con respecto a la forma de inmunomodular la respuesta inmunitaria del hospedador
durante todo su avance en la fase migratoria, tanto peritoneal como parenquimatosa,
suponen un importante avance para dilucidar como funciona este proceso de
modulacién en el hospedador de destino de la tan buscada inmunoterapia. En definitiva,
estos resultados sugieren la necesidad de realizar futuros estudios encaminados a
evaluar el verdadero papel de la apoptosis como un mecanismo de evasion local y
sistémica del sistema inmunitario durante las fases migratorias de la infeccion cuando
las larvas del trematodo son més vulnerables a la respuesta inmunitaria del hospedador.
Ademas, seria interesante dilucidar el posible papel inductor de las moléculas de

excrecidn y secrecidn en este proceso.

Otro de los posibles mecanismos implicados en la modulacién/supresion de la respuesta
inmunitaria del hospedador causada por F. hepatica es el papel de las células T
reguladoras FoxP3 (Tregs Foxp3*), permitiendo la cronicidad de la infeccion que les
caracteriza (Adalid-Peralta y cols., 2011; Taylor y cols., 2012). Esta distribucion de
células Tregs Foxp3* no habia sido investigada en ovejas infectadas con F. hepatica
previamente. Es por ello que, en el Tercer Trabajo de la presente Tesis Doctoral, nos
planteamos describir la presencia y distribucion de esta poblacion Tregs Foxp3* en
tejido hepatico y nodulos linfaticos de ovejas y cabras infectadas experimentalmente

con F. hepatica en estadios agudos y crénicos de la infeccion.

Nuestros resultados muestran un incremento significativo de células Tregs Foxp3* en
las lesiones hepaticas en ovejas y cabras, tanto en estadios tempranos como crénicos de
la infeccion. Por lo general, este incremento de las células Tregs Foxp3* estuvo
correlacionado con un incremento en el nimero de linfocitos T CD3", por lo tanto, el
ratio FoxP3*/CD3* no cambid. El incremento en el nimero total de células T FoxP3* sin
modificacion de la relacion Tregs FoxP3*/CD3* ha sido descrito en diferentes
infecciones por distintos parasitos en ovejas, como Psoroptes ovis (McNeilly y cols.,
2010) y Teladorsagia circumcinta (McNeilly y cols., 2013)

Por un lado, en las lesiones hepaticas agudas (9 dpi), el nimero de células T CD3* y de
celulas Tregs Foxp3* fue significativamente mayor tanto en cabras como en ovejas,

comparado con los controles no infectados. Esta expansion parece estar correlacionada
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con la fase de migracién larvaria en el parénquima hepatico, puesto que la mayoria de
estas células fueron encontradas alrededor de los focos y trayectos de necrosis agudos,
asi como en los espacios portas adyacentes. Sin embargo, no se encontré correlacion

entre el nimero de células Tregs Foxp3* y el nimero de lesiones necroticas.

La répida expansion de las células Tregs Foxp3* ha sido descrita en infecciones en
modelos murinos por nematodos gastrointestinales y filariosis, facilitando la
supervivencia del parasito desde estadios tempranos (3-7 dpi) de la infeccién (Finney y
cols., 2007). Los resultados de este estudio también coinciden con otros estudios que
muestran un incremento de células Tregs Foxp3* a nivel de las placas de Peyer en
ratones infectados con Heligmosomoides polygyrus bakeri (Mosconi y cols., 2015) y
con los incrementos en la mucosa abomasal de ovejas infectadas con Teladorsagia
circumcincta a los 10 dpi, explicandose como un mecanismo inmunomodulador que
facilitaria la supervivencia del parasito. Esto se ha relacionado con un mecanismo
regulador homeostatico que logra minimizar la patologia provocado por la respuesta
inmunitaria celular abomasal (McNeilly y cols., 2013). De esta forma, nuestros
resultados indicarian que las células Tregs Foxp3* juegan un papel en la modulacién de
la respuesta inmunitaria local desde estadios tempranos de la migracion larvaria. Asi,
esta inmunomodulacion unida a mecanismos ya citados como la apoptosis de células
efectoras inducida por F. hepatica, contribuiria al incremento de la supervivencia del
trematodo hepatico durante la fase migratoria hepatica de la infeccion, que es cuando
mas expuesto se encuentra a la respuesta inmune del hospedador. Sin embargo, se
requieren futuros estudios con el fin de clarificar la relacion entre la expansion de
células Tregs FoxP3* y la incapacidad de la respuesta inmunitaria efectora de eliminar
las formas juveniles recien desenquistadas de F. hepatica en el liquido peritoneal de
fases tempranas de la infeccién y en la fase hepatica, como se evidencio en la respuesta

protectora observada en ovejas infectadas con F. gigantica (Piedrafita y cols., 2007)

Por otro lado, en las lesiones hepaticas cronicas a las 15 y 19 spi, el incremento de las
células Tregs FoxP3* fue mucho méas pronunciado en los infiltrados inflamatorios
adyacentes a los conductos biliares hiperplasicos que en la periferia de los granulomas,
trayectos cronicos y pequefias areas portales. Los parasitos adultos de F. hepatica estan
localizados en el interior de estos conductos biliares principales, asi como, en la
vesicula biliar. La distribucion de las células Tregs FoxP3* en el higado indica que son

especificamente reclutadas en las areas cercanas al lugar donde se localizan los adultos
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de F. hepatica o, bien, son activadas por los parasitos adultos y esto podria tener
relacion con la cronicidad de la infeccién y con la prolongada supervivencia del parasito

en el hospedador.

En las infecciones hepaticas por helmintos, se ha descrito un doble papel de los
linfocitos Tregs FoxP3*. Uno, es un papel crucial en la minimizacién de la patologia vy,
otro, la modulacion de la respuesta inmunitaria inducida en el hospedador con el fin de
facilitar la supervivencia del parasito, tal y como ha sido descrito previamente en el caso
de la infeccion por Schistosoma japonicum en ratones (Zhou y cols., 2015) o en S.
mansoni (Layland y cols., 2007). En nuestro trabajo, el hecho de encontrar una
proporcidn diferente de células Tregs FoxP3* en la periferia de los granulomas y en los
trayectos crénicos, comparada con la hallada en torno a los grandes conductos biliares
hiperplasicos, unido a la falta de correlacion que existe entre las células Tregs FoxP3*y
la carga parasitaria y entre las células Tregs FoxP3* y la macropatologia, también
apunta a ese doble papel que juegan estas células en las infecciones por F. hepatica. La
evaluacion de citoquinas, como IL-10 y TGF-B, producidas por las células Tregs
FoxP3* asociadas a las lesiones hepaticas, es de gran interés para conseguir dilucidar

este hecho.

En cuanto a la respuesta desarrollada en los nodulos linfaticos hepaticos (NLH) tanto en
la fase hepética migratoria como crénica de la infeccién, el nimero de células Tregs
FoxP3* aumentd significativamente en la corteza, al igual que el nimero de linfocitos T
CD3* en la corteza y en la médula. Este dato concuerda con el incremento de células
Tregs FoxP3* en los nddulos linfaticos mesentéricos encontrado en infecciones por
helmintos gastrointestinales realizadas en ratones (Smith y cols., 2016). Sin embargo,
nosotros observamos algunas diferencias entre ovejas y cabras. Asi, las cabras
mostraron un mayor nimero de células Tregs FoxP3*, tanto en estadios agudos como
cronicos de la infeccién, con un importante aumento del ratio FoxP3+/CD3* en las fases
agudas de la infeccion. Sin embargo, no se hallé correlacion entre este incremento
células Tregs FoxP3* en los NLH de cabras y cualquier otro dato parasitolégico o

patoldgico.

Segun Hoste y cols. 2010, tanto las ovejas como las cabras parecen tener diferentes
mecanismos inmunitarios en respuesta a nematodos gastrointestinales, pero no parece

haber diferencias en el caso de la infeccion con F. hepatica.
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En conclusion, este Tercer Trabajo de la Tesis Doctoral corresponde a la primera
descripcion publicada de la distribucion de células Tregs FoxP3* en lesiones hepéticas
agudas y cronicas y en NLH de ovejas y cabras infectadas experimentalmente con F.
hepatica. Asi, la expansion de las células Tregs FoxP3* durante las fases hepética y
biliar estarian involucradas, ademas de en la supervivencia del parasito, en la

minimizacién de la patologia local.

Basandonos en estos resultados, seria interesante realizar futuros estudios enfocados en
la investigacién de las moléculas parasitarias, particularmente de las producidas por las
larvas juveniles recién desenquistadas, involucradas en la expansion de las células Tregs
FoxP3™*, asi como en el estudio de las citoquinas producidas por este tipo celular en las
distintas lesiones causadas por F. hepatica en el higado de rumiantes y, de esta forma,
profundizar en el conocimiento del papel de las células Tregs FoxP3* en la

inmunomodulacion y supervivencia de F. hepatica en su hospedador.
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12.- En las fases migratorias de la infeccién (8 y 28 dpi), el nimero de eosinofilos
caspasa-3* incrementd fundamentalmente en torno a los focos de necrosis de reciente
formacidén y, en menor medida, alrededor de los granulomas con respecto a los controles

negativos (Primer Trabajo).

2%.- Durante las fases cronicas de la infeccion (17 spi), el nimero de eosindfilos
caspasa-3* incremento en torno a los conductos biliares que alojaban al parasito adulto
y, en menor medida, en eosinodfilos hallados en zonas del parénquima alejadas de ellos

(Primer Trabajo).

32.- Dado que los eosinodfilos tienen un papel fundamental en la respuesta inata frente a
helmintos, la induccion a la apoptosis de éstos por parte de F. hepatica podria ser una
estrategia fundamental de inmunomodulacion tanto durante la fase migratoria como

biliar (Primer Trabajo).

42 - Mediante el uso de citometria de flujo con el kit Anexina V se detect6 apoptosis en
leucocitos peritoneales en mayor porcentaje en fases mas tempranas que mediante

caspasa 3 e inmunohistoquimica (Segundo Trabajo).

52.- El significativo incremento de leucocitos peritoneales en apoptosis detectados desde
el 1 dpi mediante Anexina V y desde 9 dpi mediante caspasa 3, sugieren que F.
hepatica es capaz de inducir apoptosis de linfocitos, macrofagos y granulocitos
peritoneales como estrategia para evadir la respuesta del hospedador (Segundo
Trabajo).
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62.- El significativo incremento de los linfocitos CD3* y FoxP3* a partir de los 9 dpi en
el infiltrado inflamatorio hepatico en oveja y cabra, sugiere que las células T
reguladoras juegan un importante papel en la modulacion local de la respuesta inmune

desde las fases migratorias tempranas (Tercer Trabajo).

78.- En las lesiones hepéticas cronicas a las 15-19 spi, se produce un aumento del
namero de células T reguladoras FoxP3* en ambas especies. Siendo este incremento
mucho mas acusado en la periferia de grandes vasos biliares donde se alojan los adultos
de F. hepatica y granulomas, lo que sugiere que podria ser un proceso inducido por el
parésito para facilitar su propia supervivencia y para limitar el dafio hepatico (Tercer
Trabajo).
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1%t.- In the migratory stages of the infection (8 and 28 dpi), the number of eosinophils
caspase-3* increased mainly in the periphery of necrotic foci and in a less amount

around the granulomas, compared to negative controls (First Work).

2nd.- During chronic stages of infection (17 wpi), the number of eosinophils caspase-3*
increased mainly in the periphery of enlarged biliary ducts containing adult flukes, and

in a lesser amount in hepatic lesions not related with enlarged bile ducts (First Work).

3"d.- Since eosinophils have a very important role in the innate response against
helminths, the apoptosis of this effector cell during the migratory and chronic stages of
F. hepatica infection, may be an important modulation mechanism to avoid the host

immune response (First Work).

4™ - Apoptosis of peritoneal leucocytes was detected in a higher percentage and in
earlier stages, using an Annexin V assay with flow cytometry, than by caspase-3

antibody and immunohistochemistry (Second Work).

5%.- The dramatic increase of apoptosis in the peritoneal macrophages, eosinophils and
lymphocytes detected from 1 dpi onwards using the Annexin V assay and from 9 dpi
using casase-3 antibody, suggest that F. hepatica may be able to induce apoptosis of

peritoneal leucocytes as mechanism to avoid the host immune response (Second Work).

6t".- The rapid expansion of Foxp3* regulatory T cells in the acute phase of the infection
suggest that the regulatory T cells play an important role in the local
immunomodulation of host immune response during the early migratory stages in sheep
and goats (Third Work).

7th.- The increase of Foxp3* regulatory T cells in chronic hepatic lesions was more
pronounced in the inflammatory infiltrates adjacent to enlarged bile ducts than in the
periphery of granulomas. This suggest that Foxp3* regulatory T cells are specifically
recruited to the vicinity of F. hepatica adult flukes, and this may be and important
mechanism of modulate the host local response to facilitate parasite survival for years
(Third Work).
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ANEXO |.- Materiales y Métodos

OBJETO:

Mediante este ANEXO | se completara toda la informacion referente a los Materiales y
Métodos empleados en los tres Trabajos de Tesis Doctoral de forma detallada y con la
intencion de ampliar lo aportado en los articulos indexados.

1. Carga Parasitaria (Primer y Tercer Trabajo)

Durante el examen postmortem de los animales sacrificados en los estadios cronicos de
la infeccion, incluidos en el primer y tercer trabajo de la presente Tesis Doctoral, el
duodeno se ligo distalmente y proximalmente al conducto biliar (8-10 cm), con objeto
de mantener los parasitos adultos en dicho tramo del intestino, el cual fue retirado en
conjunto con el higado. Posteriormente, la vesicula biliar se abri6é cuidadosamente y los
parasitos adultos se retiraron con pinzas de punta roma para su posterior cuantificacion.
Finalmente, el higado se cortd en pequefias piezas (1 cm®) y se lavd con agua caliente
para recoger los adultos restantes, que quedaban alojados en los colédocos hepaticos. De
este modo calculamos el porcentaje de implantacion, el cual se consigue calculando el
porcentaje sobre cien, de adultos recuperados con respecto al total de metacercarias

usadas como dosis infectante.

2. Poblacidn de leucocitos peritoneales (Sequndo Trabajo)
El lavado peritoneal, realizado en el segundo trabajo presentado de la esta Tesis

Doctoral, se llevé a cabo inmediatamente después de la eutanasia de los animales en los
estadios tempranos post-infeccion para obtener los leucocitos peritoneales. En primer
lugar, se rasuro la cara ventral del abdomen de las ovejas y se desinfectd usando
polivinilpirrolidona yodada al 10% (AGB, Madrid, Espafia). A continuacion, se realiz
una incision de 2 cm en la piel sobre la linea media y se disecciond el tejido subcutaneo.
La linea alba y el peritoneo se seccionaron intentando evitar las hemorragias.
Seguidamente, se conectd una canula de 40 cm de largo a una jeringa, que se inserto
dentro de la cavidad abdominal, y se inyectaron 60 ml de PBS estéril con 6mM acido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (precalentado a 37°C). Tras realizar un masaje en la
cavidad abdominal durante 1 min, se recogieron 40 ml de liquido peritoneal. El liquido
peritoneal se centrifugd a 1500 rpm durante 10 min y el sobrenadante se descartd. Los
pellets celulares se resuspendieron en el tampdn mencionado mas arriba y un tampon
especifico para eritrolisis (155 mM Cloruro de amonio, 10 mM Bicarbonato potésico,

0,1 mM EDTA). Posteriormente, se llevd a cabo una segunda centrifugacion (5000 rpm
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durante 5 min) para eliminar los restos de la eritrolisis y el nuevo pellet se resuspendié
en 1 ml de medio. La viabilidad celular se determiné mediante la tincion de azul tripan
en una camara de Neubauer. Por ltimo, se realizaron cincuenta frotis de cada animal en
portaobjetos previamente tratados con Vectabond (Vector Laboratories), de los cuales:

a) los dos primeros se tifieron con Diff-Quick y se usaron para realizar el contaje
de las diferentes poblaciones celulares atendiendo a caracteristicas morfoldgicas,
nucleares y citoplasmaticas. De esta manera, se contaron un total de 600 células por
animal y, de ellas, se obtuvo el porcentaje de eosinofilos, linfocitos y macrofagos. Las
células epiteliales descamadas del mesotelio no se incluyeron en el recuento.

b) el resto de extensiones del liquido peritoneal, tras el secado al aire, se fijaron
en acetona durante 5 min y, posteriormente, se almacenaron a -80°C para su posterior

uso en los estudios de inmunocitoquimica.

3. Estudio de la anatomia patoldgica del higado (Primer y Tercer Trabajo)

En el examen realizado durante la necropsia, se fotografiaron la cara visceral y
diafragmatica del higado, asi como el peritoneo parietal y duodenal. Se tomaron ocho
muestras del I6bulo izquierdo y cuatro del I6bulo derecho del higado, las cuales se
fijaron en formol tamponado al 10% durante 24 h. Posteriormente, se procesaron de
forma rutinaria hasta ser incluidas en parafina para su estudio histopatologico. Se
realizaron cortes de 4 um de grosor los cuales se tifieron con hematoxilina y eosina (H-
E).

En el transcurso de las infecciones experimentales estudiadas en la presente Tesis
Doctoral, la anatomia patoldgica de los higados present6 diferente gravedad, segun el
tiempo de sacrificio. Asi, se ha valorado la patologia un total de 6 tiempos de sacrificio
distintos dentro de la fase inicial/temprana de la infeccion (1, 3, 8, 9, 18 y 28 dias post-
infeccion), y, ademas, se ha estudiado la fase crénica de la enfermedad a las 17 semanas
post-infeccion -ANEXO II-.

Durante los diferentes estadios tempranos estudiados, a nivel macroscopico, se realizd
un recuento, a partir de las fotografias realizadas y mediante el software informatico
Image-Pro Plus 6.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, USA), del ndmero total de
puntos hemorragicos y de trayectos blanquecinos-tortuosos tanto de la cara

diafragmatica como de la cara visceral. A nivel microscopico, se realizaron diez
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fotografias de 0,08 mm? por animal de forma aleatoria y se analizaron los siguientes

parametros:

AN N NN

Focos de necrosis agudos.

Focos de necrosis organizados (granulomas).
Infiltrado de eosindfilos.

Infiltrado de linfocitos y células plasmaticas.

Recuento de larvas en el parénquima hepaético.

Durante los diferentes estadios tardios estudiados, a nivel macroscopico, se realizo un

analisis, a partir de las fotografias realizadas y usando el mismo software anterior, de la

superficie dafiada (fibrosada y con hiperplasia de los principales conductos biliares) en

relacién a la superficie total del higado en la cara diafragmatica y en la visceral,

respectivamente. Este porcentaje de dafio fue expresado como la media + desviacion

estandar (SD). A nivel microscépico, se realizd el mismo procedimiento explicado con

anterioridad y se evaluaron los siguientes parametros:

v
v

NSRS

4.

Perihepatitis fibrosa.

Trayectos crénicos (trayectos formados por macr6fagos cargados de
hemosiderina).

Fibrosis periportal.

Leucocitos globulares.

Hiperplasia de los canaliculos biliares.

Infiltrado de linfocitos, macrofagos y células plasmaéticas.

Infiltrado de eosindfilos.

Lagunas hematicas.

Presencia de adultos de Fasciola hepatica en el parénquima o en el interior de los
conductos biliares.

Presencia de huevos en parénquima o en el interior de los conductos biliares.

Inmunohistoquimica (IHQ, Primer y Tercer Trabajo) e inmunocitoquimica
(1CQ, Sequndo Trabajo)

En la presente Tesis Doctoral se han utilizado tres anticuerpos diferentes detallados en
la Tabla 1 al final de este ANEXO I:
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I.  Inmunohistoguimica: Los tejidos utilizados en la presente Tesis

Doctoral fueron fijados en formol y incluidos en parafina. Los cortes
histolégicos de 3 um de grosor cortados con el microtomo (Microm HM

325) se fijaron en portaobjetos previamente tratados con Vectabond.
Posteriormente, el tejido se desparafind con xilol mediante dos pases de
10 min de duracion cada uno y se hidrato realizando pases en una escala
descendente de alcoholes: dos pases de 5 min en alcohol 100°, un pase de
5 min en alcohol 96°, un pase de 5 min en alcohol de 70° para acabar en
agua otros 5 min. La actividad de la peroxidasa endogena de los tejidos
se bloque6 mediante una incubacién durante 30 min- con 0,05% de
peréxido de hidrogeno en metanol. Posteriormente, se llevd a cabo un
pretratamiento o desenmascaramiento antigénico. Dependiendo del
antigeno que estuviéramos buscando, el desenmascaramiento vario. En el
caso de los antigenos estudiados en los trabajos presentados, tanto
caspasa-3 como el marcador de superficie de los linfocitos CD3, se
llevaron a cabo mediante la incubacién de los cortes en un tampon citrato
(0,01 M, pH 6) seguido de un calentamiento en microondas durante 7
min. En el caso del marcador de linfocitos T reguladores (Tregs), FoxP3,
fue necesario un pretratamiento un poco mas agresivo, consistiendo en
una incubacion durante 20 min de las secciones histoldgicas en el
tampon citrato (0,01 M, pH 6) en un autoclave a una temperatura de
135°C. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 5 min cada uno en
PBS (pH 7,6) y se incubaron con suero normal de cabra diluido en PBS
al 10% durante otros 30 min (MP Biomedicals). Transcurrido este
tiempo, se incubaron los respectivos anticuerpos primarios diluidos tal y

como se citaen la Tabla 1, durante 18 h a 4°C.

Transcurrido ese periodo de tiempo, se realizaron tres lavados de 10 min en PBS, y se
incubaron de nuevo durante 30 min en anticuerpo secundario anti-rata (1:50,
monoclonal, para FoxP3) o anti-conejo (1:200, policlonal, para Caspasa3 y CD3)
diluido en suero normal de cabra al 10% en PBS. Tras dos lavados de 5 min en PBS,
utilizamos un complejo amplificador de sefial avidina-biotina, ABC (Vector
Laboratories) diluido 1:50 en PBS durante 1 h. Las secciones histolégicas se lavaron de

nuevo tres veces en un tampadn salino Tris (TBS, pH 7,2) y se incubaron entre 1 y 2 min
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en el substrato cromégeno NovaRED ™ (Vector Laboratories). Finalmente, la
contratincion de los nlcleos se hizo con hematoxilina de Mayer, y se deshidrataron y
montaron con el medio de montaje Eukitt ®. Se utilizaron anticuerpos primarios

especificos con TBS o bien isotipos no inmunes, como control negativo.

Il.  Inmunocitoguimica: El procedimiento es muy similar al empleado en la

técnica inmunohistoquimica, a diferencia de los pasos siguientes:

o Las extensiones de liquido peritoneal previamente fijadas en alcohol y
almacenadas a -80°C son de nuevo fijadas 5 min en acetona al inicio de
la técnica.

o Para el blogqueo de la peroxidasa enddgena no se utiliz6 metanol sino
PBS con 0,05% de perdxido de hidrégeno, durante 30 min.

o En este caso, no fue necesario realizar pretratamiento pues no existe una
fijacion previa en formol y parafina que pueda enmascarar a los
antigenos.

o La incubacion del anticuerpo secundario se realizd durante 45 miny a
37°C en una estufa.

o Finalmente, el medio de montaje es un medio acuoso puesto que no es

necesario deshidratar previamente.

5.  Tincién de Hansel (Primer Trabajo)

El objetivo de esta tincion es la identificacidn rapida y sencilla de los eosindéfilos, tanto
en extensiones citoldgicas procedentes de exudados o liquidos organicos como de cortes
histoldgicos. El proceso que se siguid fue muy sencillo y se describe a continuacién:

A. Desparafinado de los cortes histologicos mediante dos incubaciones en xilol

durante 10 min.

B. Hidratacion de las muestras mediante incubaciones de 5 min en una escala
descendente de alcoholes (2 x 100°, 1 x 95°, 1 x 7Q°).
Incubacién 5 min en agua.
Tincion de la muestra con 1 ml eosina e incubacion 1 min.

Sin eliminar la eosina, se lava la muestra con 1 ml de agua destilada 1 min.

mm o o

Eliminacién de la eosina y el agua y lavado con 1 ml de agua destilada.
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G. Tincién de la muestra con 1 ml de azul de metileno e incubacién durante 1 min.

H. Sin eliminar el colorante, lavado de la muestra con 1 ml de agua destilada e
incubacion de 2 min.

I. Lavado de la preparacion histolégica hasta que desaparezca por completo el
colorante.

J. Deshidratacion de la muestra con etanol durante 1 min y secado al aire.

Las imagenes complementarias de la tincion de Hansel relativas al Primer trabajo de
esta Tesis Doctoral, pueden observarse en el ANEXO llla.- Fig. 7,9, 11y 13.

La proteina basica mayor (MBP-1) ha sido identificada en la bibliografia consultada
como un marcador muy Util de eosinéfilos procedentes de muestras de tejido humano
mediante la aplicacion de técnicas inmunohistoquimicas (Cantarini y cols., 2009). Al no
existir anticuerpos comerciales anti-MBP-1 para ovejas, en el estudio recogido en esta
parte de la Tesis Doctoral, se testo un anticuerpo anti-MBP-1 anti-humano que
presentaba reacciones cruzadas con rata y con cerdos de raza guinea, pero observamos
una muy baja reactividad cruzada en los tejidos ovinos. Es por ello que finalmente

realizamos la identificacion de eosindfilos mediante el empleo de la tincién de Hansel

6. Microscopia electrénica de transmision (Primer y Sequndo Trabajo)

El tamafio de las muestras procedentes de tejido hepatico utilizadas en el primer trabajo
presentado en esta Tesis Doctoral y el de las procedentes del pellet de leucocitos
peritoneales de los animales sacrificados a los 18 dias post-infeccion del segundo
trabajo fue de 1 mm? fijandose en glutaraldehido al 2,5%. Tras 24 h de fijacion, las
muestras fueron refijadas en tetroxido de osmio durante 2 h. A continuacion, se
realizaron n cuatro lavados de 15 min de duracion cada uno en agua bidestilada. Las
muestras se deshidrataron con una escala ascendente de acetonas y se incluyeron en
epoxirresinas "EPO 812". A partir de este paso se realizaron cortes de 50 nm de grosor
que se contrastaron con acetato de uracilo y con citrato de plomo. Finalmente,
realizamos un estudio de las muestras y electronografias de las mismas mediante el
microscopio electronico de transmision Jeol Jem 1400 ubicado en el Servicio
Centralizado de Investigacion (SCAI) del Campus de Rabanales de la Universidad de

Cordoba. El protocolo de inclusion en epoxirresinas se expone a continuacion:
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Se utiliza un eppendorf por muestra con 7 cortes de 1 mm?3
Procedimiento Operativo: INCLUSION EN EPON

1 DIA

NN

o a M w

10.

11.

12.

13.
14.

Prefijacion en glutaraldehido 2,5%, de 2 h a 3 meses a 0-4°C.

Tallado de las muestras en fragmentos de 1-2 mm?3y mantenimiento en la misma
solucion fijadora, 45 min a 0-4°C.

Lavado en agua destilada, 3 pases de 15 min.

Fijacion en tetroxido de osmio 1% durante 2 h en oscuridad a 0-4°C.
Lavado en agua destilada, 4 pases de 10 min a 0-4°C.

Inmersién en acetato de uranilo 3% en agua 2 h a temperatura ambiente en
oscuridad.

Deshidratacion en acetonas de grados ascendentes a 0-4°C.

Acetona 30%, 15 min.

Acetona 50%, 30 min.

Acetona 70%, durante toda la noche.

2°DIA

Acetona 90%, 30 min.

Acetona 100%, 2 pases de 30 min.

Oxido de propileno 2 pases de 10 min.

Inmersion en una mezcla de 2 partes de 6xido de propileno con 1 parte de la
mezcla EPON durante 60 min.

Inmersion en una mezcla de 1 parte de éxido de propileno con 1 parte de la
mezcla EPON durante 30 min.

Inmersion en una mezcla de 1 parte de éxido de propileno con 2 partes de la
mezcla EPON durante 30 min.

Inmersion en EPON durante 1 h.

Introduccion de la muestra en los moldes identificados, rellenado de mezcla
EPON y maduracion en la estufa 45° C minimo 24 h.

3¢ DIA: Extraccion del bloque de la capsula o molde.

4° DIA: Maduracion durante 24 h a temperatura ambiente antes de proceder al

desbastado.
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7. Citometria de flujo con kit Anexina VV/PI (Sequndo Trabajo)

La determinacién de la proporcion de células viables y apoptéticas en el liquido
peritoneal de las ovejas analizadas en el tercer trabajo de la presente Tesis Doctoral
mediante citometria de flujo se empled el kit de Anexina V (ANNEX100F, AbD
Serotec-Bio-Rad Company- UK). Para su desarrollo, se siguieron las directrices dadas
por el fabricante. Debe ajustarse la concentracion de células a 2-5 x 10° células/ml.
Primeramente, el buffer de union ("binding buffer™) debe diluirse a una proporcién 1:4
en agua destilada. A continuacion, se diluyeron 200 pl del liquido peritoneal en 200 pl
de PBS y se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min, y el pellet se resuspendié en 200
ul del binding buffer. Posteriormente, volvieron a centrifugarse a 1500rpm durante 5
min y se desechd el sobrenadante.

A partir de este paso, el pellet se resuspendié en 195 ul de buffer junto con 5 ul de
anexina-V, se homogenizé y se incubd durante 10 min en oscuridad a temperatura
ambiente. Tras la incubacidn, se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min y el pellet se
resuspendio de nuevo en 200 ul de binding buffer, y volvieron a ser centrifugados a
1500 rpm durante 5 min. Seguidamente, se desecho el sobrenadante y el pellet obtenido
se resuspendié en este caso con 190 ul de binding buffer y se afiadieron 10 ul de la
solucion de yoduro de propidio. Finalmente, la muestra quedd lista para ser analizada
por citometria de flujo.

Para los controles positivos, se mezclaron 200 pl liquido peritoneal con 200 pl de
formaldehido al 3% y se incubaron durante 30 min en hielo. Tras este tiempo, se
centrifugaron a 1500 rpm durante 5 min y se resuspendieron en el binding buffer a
temperatura de 4°C a la concentracion detallada y se continu6é con el mismo protocolo
descrito para el resto de muestras.

El andlisis citométrico se realizé con un citometro CyFlow Cub 6® (Sysmex Partec,
Alemania), mediante un protocolo basado en las caracteristicas morfoldgicas de las
celulas (FSC para tamafio/SSC para la complejidad) para determinar las diferentes
poblaciones de leucocitos en liquido peritoneal. Mediante el presente protocolo se
pudieron describir tres tipos de poblaciones: viables, apoptoticas y necroticas.

e La poblacion de células apoptoticas se identificaron por la reactividad de los
fluorocromos: canal FL1 para anexina V (FITC, verde) y canal FL3 para el
yoduro de propidio (rojo).

e Los leucocitos viables se diferenciaron como poblaciones negativas a ambos

fluorocromos (anexina V negativo y yoduro de propidio negativo).
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e Las células apoptdticas mostraron un patron anexina V positivas y yoduro de
propidio negativas. Esto es debido a que el yoduro de propidio se une a
fragmentos de ADN nuclear, y éstos solo son accesibles en el caso de las células
hayan perdido la integridad en sus membranas, por tanto, siendo células
necroticas.

El grado de apoptosis se expreso de acuerdo al porcentaje de cada poblacion que fuese
apoptotica o viable.

El reanalisis de los resultados citométricos se hizo con Flowing Software (University of
Turku, Finlandia). Para ello, se tom6 un namero de 10.000 eventos adquiridos y se
cuantifico el numero total de células apoptéticas frente al de células viables,
expresandose como porcentaje del total de leucocitos del liquido peritoneal adquiridos.
El fundamento de la técnica radica en que las células viables presentan la
fosfatidilserina de la membrana plasmatica localizada en el interior de la bicapa lipidica
(hacia el citoplasma celular). Sin embargo, en las células apoptotica se transloca y se
expone al ambiente celular externo. La anexina V es una proteina de union a
fosfolipidos dependiente de Ca?*, que tiene una alta afinidad por la fosfatidilserina, de
manera que la anexina V marcada con un fluorocromo puede identificar a las células
apoptoticas por union a la fosfatidilserina expuesta en la superficie de la membrana

celular.
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ANEXO Il

ANATOMIA PATOLOGICA HEPATICA






ANEXO II.- Anatomia Patol6gica Hepatica

OBJETO: Con el presente anexo pretendemos mostrar los resultados que obtuvimos en
la anatomia patologica de los higados en los diferentes estadios post-infeccion
estudiados a lo largo de esta Tesis Doctoral, con el objetivo de completar la informacion

aportada en cada uno de los Trabajos de Tesis.

ANATOMIA PATOLOGICA DEL HIGADO EN FASES
TEMPRANAS DE LA INFECCION

A. 1 y 3 dias post-infeccién: Macroscopicamente, de forma muy ocasional, se

observé alguna petequia. A nivel microscépico, los cambios hepéaticos no eran
relevantes en este punto de la infeccion debido a que la gran mayoria de las

larvas se encuentran ain migrando por el peritoneo.

B. 8 y 9 dias post-infeccién (ANEXO Illa.- Fig. 1 y 3): Macroscopicamente, los

cambios consistieron en un punteado hemorragico con trayectos de entre 0, 3y 1
cm de longitud, tortuosos y blanquecinos en la superficie hepaética,
principalmente localizados en la cara diafragmética del l6bulo izquierdo. Los
cambios microscépicos consistieron en focos de necrosis asi como trayectos
agudos dentro del parénquima hepético. En numerosas ocasiones aparecen
asociadas hemorragias focales, principalmente en las areas subcapsulares. El
infiltrado inflamatorio asociado a esas &reas de necrosis consistia
fundamentalmente en eosinofilos con una baja cantidad de linfocitos y
macréfagos. En torno a los espacios porta, se observaba un intenso infiltrado
inflamatorio compuesto por linfocitos, eosinofilos y macrofagos. Esas células
inflamatorias migran desde estas areas portales, a través de los sinusoides
hepaticos, hasta las areas de necrosis el parénquima hepatico. En ocasiones, se
hallaron larvas migrantes las cuales no tenian asociado ningun infiltrado
inflamatorio o siendo éste muy escaso. Pero en ningin caso, se asoci0 a

hemorragia o necrosis.

C. 18 dias post-infeccion: Macroscdpicamente, los cambios anatomopatolégicos en

la superficie hepatica fueron similares a los observados en el estadio

previamente estudiado, pero en mayor numero Yy siendo los trayectos
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blanguecinos y tortuosos de un tamafio comprendido entre 1 y 3 cm.
MicroscOpicamente, en este grupo estudiado se evidenciaron focos agudos de
necrosis asi como trayectos agudos con eosinofilos, similares a los hallados en el
grupo previamente estudiado. En este caso, la mayoria de los focos estaban més
organizados, constituyendo granulomas. Las larvas migrantes halladas en el
parénquima no mostraron infiltrado inflamatorio asociado a ellas, sin embargo,

se evidenciaron unos trayectos de 0,5 a 2 mm de longitud detras de las larvas.

D. 28 dias post-infeccidon (ANEXO llla.- Fig. 2 y 4): Macroscépicamente, la

mayoria de las lesiones halladas correspondian con trayectos tortuosos y
blanguecinos, siendo mucho menos numerosos los focos hemorragicos, aunque
manteniéndose éstos presentes en cierto numero. Microscopicamente,
destacamos el incremento del nimero de focos de necrosis organizados como

granulomas e intercalados ocasionalmente por focos necroticos mas recientes.

ANATOMIA PATOLOGICA DEL HIGADO EN FASES
CRONICAS DE LA INFECCION

E. 15, 17 vy 19 semanas post infeccion (ANEXO Illa.- Fig. 5-6):

Macroscopicamente, los higados presentaban unas vesiculas biliares y unos

conductos biliares principales aumentados de tamafio que contenian un fluido
marronaceo y numerosos parasitos adultos en su interior. En la superficie
hepatica, se encontraron numerosas cicatrices fibroticas y grisaceo-blangquecina
localizadas fundamentalmente en el I6bulo izquierdo. Cabe destacar que, en
determinadas ocasiones, se establecian adherencias fibréticas entre la superficie

hepética y el diafragma o las estructuras orgénicas colindantes.

MicroscOpicamente, se evidencié una intensa hiperplasia ductal, con fibrosis
portal, trayectos cronicos fibrosos, granulomas con un centro necrético rodeado
de un infiltrado formado por macrofagos y células gigantes multinucleadas, asi
como un intenso infiltrado de linfocitos y células plasmaticas localizadas
fundamentalmente en torno a las areas portales y, en menor nimero, alrededor

de los granulomas. El infiltrado de eosinofilos es muy variable, tanto en el
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espacio porta como en el parénquima, y, de forma habitual, se asocian al
contacto directo con el parésito adulto o, bien, con los huevos que el mismo ha
depositado en el espesor del parénquima hepatico. Las larvas adultas se hallaron
dentro de los grandes conductos biliares hiperplasicos originando una severa
erosion epitelial, asi como una fibrosis portal extensa y una cantidad variable de
infiltrado inflamatorio compuesto fundamentalmente por linfocitos, macréfagos,

células plasmaticas y eosindfilos.
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IMAGENES PRIMER TRABAJO






ANEXO IIl.- Imagenes Primer Trabajo

Fig 1.- Higado a los 8 dpi. Superficie diafragmatica con numerosos trayectos blanco-
grisdceos tortuosos y numerosos focos hemorrdgicos. La mayoria de las lesiones
concentradas en el 16bulo hepatico izquierdo.

Fig 2.- Higado a los 28 dpi. Superficie diafragmética con numerosos trayectos blancos y
tortuosos disminuyendo la cantidad de los focos hemorrégicos en relacién a los 8 dpi.
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Fig. 3 y 4.- Superficies viscerales de higados a los 8 y 28 dpi, respectivamente. Se
observa el considerable aumento de lesiones, fundamentalmente trayectos blanquecinos
tortuosos, en el higado a los 28 dpi con respecto a los 8 dpi. Lesiones localizadas
fundamentalmente en el 16bulo hepatico izquierdo.
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Fig. 5 y 6. Superficies diafragmatica y visceral, respectivamente, de higados a los 17
spi. En la fig. 5 podemos observar fundamentalmente gran cantidad de cicatrices en la
superficie hepética. En la fig. 6 se observa la intensa hiperplasia y dilatacion de los

principales conductos biliares.
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Figs. 7-12. Cortes seriados 3um de grosor de higados a los 8 dpi. Tincion de Hansel:
Fig. 7, 9 y 11.- x20, x40, x100 respectivamente. observa Muestran en detalle de un foco
de necrosis agudo (F) en un animal perteneciente al grupo 8dpi. Espacio porta (EP)
como estructura de referencia.. IHQ Anti-caspasa-3: Fig 8, 10 y 12, Detalle de las
mismas zonas que la Tincion de Hansel mostrando eosinofilos caspasa-3+ (flecha) y
numMerosos cuerpos apoptoticos (cabeza de flecha) en la periferia del foco de necrosis.
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Figs. 13-14. Cortes seriados 3um de grosor de higados a las 17 spi. Fig. 13.- Tincion de
Hansel: x100 Infiltrado de eosindfilos (flecha) rodeando un canaliculo biliar cuyo
epitelio ha sido descamado (conlagitis erosiva) por el parasito adulto del cual vemos su
espicula (E). Fig. 14.- IHQ Anti-caspasa-3: x 100. La mayoria de los eosintfilos
presentes en esa zona, son caspasa-3, * (flecha) se muestran ademas cuerpos
apoptoticos caspasa-3* (cabeza de flecha)
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Fig. 15 y 16. Higado, 8 dpi. Fig 15.-Se observan varios cuerpos apoptéticos (flecha
blanca) en el parénquima hepatico. Fig 16.- Eosinéfilo (flecha negra) con tipicos
granulos eosinofilicos y mostrando cambios morfoldgicos tipicos de apoptosis como la
cromatina densa condensada en la periferia del ndcleo. Microscopia electronica de
transmision.Barra:2um.
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ANEXO lIl.- Imagenes Segundo Trabajo

Fig 1-2.- Superficie diafragmatica y visceral, respectivamente, de higados a 1 dia
post-infeccion (dpi). Fig 3-4.- Superficie diafragmatica y visceral de higados a los 3
dpi. En las cuatro imagenes se observa como en estos estadios tan iniciales no
existen lesiones evidentes en el parénquima hepatico. Este hecho es debido a que la
mayoria de las larvas de F. hepatica ain estan migrando por el peritoneo y no han

alcanzado el higado.

Fig. 5.- Superficie
diafragmatica de un higado a
los 9 dpi. En el I6bulo
hepatico izquierdo, se observa
focos petequiales y algunos
trayectos blanquecinos
tortuosos. La  superficie
visceral de este higado mostr6
lesiones similares en nimero
y severidad.




Alejandro Escamilla Sanchez

Fig. 6.- Superficie diafragmética de un higado a los 18 dpi. Se observa el notable
incremento de los trayectos necréticos blanquecinos en la superficie hepatica, en ambos
I6bulos.

Fig. 7.- Superficie visceral del mismo higado anterior, a los 18 dpi. Se observa el
notable incremento de los trayectos necroticos blanquecinos en la superficie hepatica, en
ambos I6bulos.
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Fig. 8.- Inmunocitoquimica
(ICQ) de leucocitos
peritoneales de  oveja
sacrificada a 1 dpi. Se
observa que dentro del
escaso numero de células
peritoneales, el porcentaje
de leucocitos caspasa-3*
(flecha negra) es reducido
con respecto a las células
caspasa-3°  (cabeza de
flecha). X200

Fig. 9-10.- Leucocitos peritoneales procedentes de ovejas sacrificadas a los 9 y 18 dpi,

respectivamente. El patrén de inmunomarcaje de las células caspasa-3* (flecha negra) es

fundamentalmente marronéceo de tipo citoplasmético y ocasionalmente nuclear. Células

caspasa-3- indicadas con cabeza de flecha. Las células epiteliales (E) halladas no fueron

contabilizadas. x400.
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Fig. 11.- Microscopia electrénica de transmision de leucocitos peritoneales a los 18 dpi.
Se observa cambios morfolégicos como la marginacion periférica de la cromatina y la
fragmentacion del nucleo en ocasionales macrofagos (cabeza de flecha) y numerosos
eosinofilos (flecha negra). Se observan numerosos cuerpos apoptéticos (flecha blanca).

Barra= 10 pym

Fig. 12.- Microscopia electronica de transmision. Detalle de un eosinéfilo apoptético
del liquido peritoneal a los 18 dpi, reconocible por la presencia aun de granulos
eosinofilicos especificos (flecha blanca). Barra=2
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ANEXO Illc.- Imagenes Tercer Trabajo

Fig 1-2.- Inmunohistoquimica sobre cortes seriados, 3 pm de separacion, de la corteza
de nédulos linfaticos hepéticos de una oveja a los 9 dpi con F. hepatica. Fig.1.-
Linfocitos CD3* (flecha negra) en zona peri e interfolicular. x400. Fig 2.- Linfocitos
Tregs. FoxP3* (cabeza de flecha) en la misma zona. Tres foliculos linfoides (FL) como

referencia. x400.
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Fig 3-4.- Inmunohistoquimica sobre cortes seriados, 3 um de separacion, de la corteza
de nodulos linfaticos hepéaticos de una cabra a las 15 semanas post-infeccion con F.
hepatica. Fig.3.- Linfocitos CD3* en zona peri e interfolicular. x400. Fig 4.- Linfocitos
Tregs. FoxP3* (cabeza de flecha) en la misma zona. Dos foliculos linfoides (FL) como

referencia. x400.
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ANEXO IV.-Ténica TUNEL

OBJETO:
La finalidad de este ANEXO IV es completar los resultados aportados en el Primer

Trabajo de la presente Tesis Doctoral. Estos resultados tuvieron que ser retirados del
trabajo original como consecuencia de su adaptacion a "Short communication” a
peticion de la revista indexada de acortar el articulo. Dada la relevancia de los
resultados, consideramos importante su incorporacién como suplemento del primer

trabajo aqui presentado.

Materiales y Métodos

Técnica de TUNEL

Para detectar la apoptosis mediante la técnica TUNEL (Loo y cols., 2011) se usaron las
muestras de tejidos fijadas en formol y embebidas en parafina. En concreto, fue usado
un kit comercial (In situ Cell Death Detection, POD, Roche, Manheim, Germany) sobre
cortes histoldgicos seriados de 4 um de grosor, habiendose tratado previamente los

porta-objetos con Vectabond (Vector Laboratories, Burlingame, California, USA).

El proceso se inici6 con el desparafinado de los cortes histolégicos mediante dos pases
de 10 min cada uno en xilol, seguidos de una rehidratacién en una escala decreciente de
alcoholes, incubando las muestras 2 x 10 min en alcohol de 100°, 1 x 5 min en alcohol
de 96 °, 1 x 5 min en alcohol de 70° y finalmente un lavado en agua durante 5 min. A
continuacion, las muestras histolégicas fueron incubadas con 20 pg/ml de pronasa (P-
5459 5-G, SIGMA, USA) durante 15 min a 37°C en una camara himeda. La peroxidasa

enddgena se bloqued con 2% de H202 en metanol durante 30 min y en agitacion.

La mezcla de marcaje fue afiadida a los cortes histoldgicos e incubadas a 37°C durante 1
h en camara humeda. Tras parar la reaccion enzimatica, las muestras fueron lavadas en
PBS, y cubiertas con un anticuerpo anti-fluoresceina ("Coverter-POD") e incubadas de
nuevo durante 30 min a 37°C. Finalmente, el marcaje positivo fue visualizado mediante
el revelado con el kit substrato NovaRED™ (Vector Laboratories). Finalmente, la
contratincion de los nucleos se hizo con hematoxilina de Mayer, y fueron deshidratadas

y montadas con el medio de montaje Eukitt ®.
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Resultados

Apoptosis detectada mediante la técnica de TUNEL.

Los higados procedentes del grupo 4, de animales no infectados, no mostraron ningun
eosinofilo positivo. A los 8 dpi, los trayectos necréticos descritos en el parénquima
hepatico mostraron numerosas células y restos celulares TUNEL®, particularmente en la
periferia y en el interior de los focos de necrosis (Fig. 1). Sin embargo, en areas de
infiltrado inflamatorio, no asociado directamente a focos de necrosis, mostraron

ocasionales células TUNEL™.

El inmunomarcaje con la técnica TUNEL fue difusa y nuclear y fue observada incluso
en nucleos intactos (Fig. 2), en células que mostraban marginacion periférica de la
cromatina y nucleos picnéticos (cuerpos apoptoticos). En la periferia de los focos de
necrosis, el nimero de células TUNEL* fue mucho mas elevado que el de células
TUNEL  (Tabla 1). A los 28 dpi, el nimero de células TUNEL* fue mas elevado que el
namero de células TUNEL" en la periferia de los focos de necrosis recientes, agudos,
(Tabla 1), pero en la periferia de los granulomas o focos mas organizados el nimero de
células TUNEL* fue muy bajo (Tabla 1). A las 17 spi, las células TUNEL™* fueron
encontrados focalmente en la periferia de los grandes conductos biliares, algunos de los
cuales contenian parasitos adultos, sin embargo, tanto en el infiltrado inflamatorio de
los espacios porta, como en los granulomas y en el parénquima hepatico, las células
TUNEL* fueron muy ocasionales. Se evidencid la presencia de ocasionales
colangiocitos TUNEL* que podemos suponer no se relaciona con la infeccién si no con
un mecanismo de recambio fisioldgico por encontrarse de forma aislada en espacios

porta normales (Fig. 3)

Tabla 1. Nimero de eosinofilos y cuerpos apoptéticos (CA) TUNEL" en ovejas infectadas con F.
hepatica a los 8 dias post-infeccion (dpi), 28 dpi y a las 17 semanas post-infeccién (spi) y en las ovejas

controles negativo. Los resultados fueron expresados como media+SD por campo de 0.08 mm?2.

8 dpi 28 dpi 17 Spi controles
FN FN Granulomas
Células TUNEL* 15.446.5 16.245.1 2.4+1.6 25.5+12.4 0
Células TUNEL" 7.3£3.2 10.3+3.7 18.247.5 28.6+10.3 0
Eosinofilos % TUNEL" 67.8 61.1 11.7 47.1 0
CA TUNEL* 28.917.5 42.4+125 9.6%4.2 16.3+4.9 0

FN: focos de necrosis
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Fig. 1.- A los 8 dpi, foco de necrosis agudo con numerosas células y cuerpos
apoptdticos TUNEL™* principalmente asociadas en la periferia de los focos de necrosis
(N), mientras que el infiltrado (1) del resto del parénquima hepatico se muestra TUNEL"
. X100

Fig. 2.- A los 8 dpi, se muestran numerosos nucleos y cuerpos apoptéticos TUNEL,

mostrando  un  patron  fundamentalmente  nuclear y  difuso.  x400.
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ANEXO V.- Comunicaciones a Congresos y Premio

COMUNICACIONES A CONGRESOS:

Ano 2017

1. Titulo: Apoptosis de leucocitos peritoneales durante la fase temprana de infeccion
experimental por Fasciola hepatica en ovejas.
o Tipo: Poster.
o Congreso: XXIX Reunion de la Sociedad Espafiola de Anatomia
Patoldgica Veterinaria (SEAPV). Junio 2017. Caceres

Ano 2016

2. Titulo: Estudio de la inmunomodulacion y de la respuesta inmune desarrollada en
pequefios rumiantes y en animales de laboratorio frente a la infeccion
con Fasciola hepatica.

o Tipo: Comunicacion oral.
o Congreso: V Congreso Cientifico de Investigadores en Formacion de la
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The aim of the present work was to evaluate the number of apoptotic eosinophils in the livers of sheep
experimentally infected with Fasciola hepatica during the migratory and biliary stages of infection. Four
groups (n=5) of sheep were used; groups 1-3 were orally infected with 200 metacercariae (mc) and sac-
rificed at 8 and 28 days post-infection (dpi), and 17 weeks post-infection (wpi), respectively. Group 4 was
used as an uninfected control. Apoptosis was detected using immunohistochemistry with a polyclonal

Keywords: antibody against anti-active caspase-3, and transmission electron microscopy (TEM). Eosinophils were
apoptosis identified using the Hansel stain in serial sections f 3, and by ul 1 fi i

caspase.3 identified using the Hansel stain in serial sections for caspase-3, and by ultrastructural features using
eosinophil TEM. At 8 and 28 dpi, numerous caspase-3* eosinophils were mainly found at the periphery of acute
Fasciola hepatica hepatic necrotic foci. The percentage of caspase -3* apoptotic eosinophils in the periphery of necrotic
sheep foci was high (46.1-53.9) at 8 and 28 dpi, respectively, and decreased in granulomas found at 28 dpi (6%).

Transmission electron microscopy confirmed the presence of apoptotic eosinophils in hepatic lesions at
8 and 28 dpi. At 17 wpi, apoptotic eosinophils were detected in the infiltrate surrounding some enlarged
bile ducts containing adult flukes. This is the first report of apoptosis induced by F. hepatica in sheep and
the first study reporting apoptosis in eosinophils in hepatic inflammatory infiltrates in vivo. The high
number of apoptotic eosinophils in acute necrotic tracts during the migratory and biliary stages of infec-
tion suggests that eosinophil apoptosis may play a role in F. hepatica survival during different stages of

infection.
© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Fasciola hepatica causes liver fluke disease in temperate climates
and is responsible for major economic losses in animal production
(Spithill et al., 1999). This disease is also considered a serious public
health problem in humans (McManus and Dalton, 2006). F. hepatica
often causes chronic infection, which implies the development of
strategies by the parasite to modulate/suppress the host immune
response (Dalton et al., 2013; Morphew et al., 2013). The parasite
modulation of the host immune response is a serious obstacle to
obtaining protective vaccines against F. hepatica in ruminants (Toet
et al., 2014; Molina-Hernandez et al., 2015).

* Corresponding author at: Dep. Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas,
Edificio de Sanidad Animal, Campus de Rabanales, Ctra. Madrid-Cadiz km 396, 14014
Cérdoba, Spain. Fax: +34 957218682.

E-mail address: an1pearj@uco.es (]. Pérez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2015.12.013
0304-4017/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

In helminth infections, eosinophils play important roles either
in developing tissue pathology (Cadman et al., 2014) and in the
host effector response by releasing cytotoxic granule proteins and
various lipid mediators (Klion and Nutman, 2004; Cadman et al.,
2014). An effective response in rats infected with F. hepatica has
been associated with a significant increase in eosinophil infiltra-
tion of the gut lamina propria in early post-infection stages (Van
Milligen et al., 1998, 1999). In F. hepatica infected rats, peritoneal
eosinophils producing very high levels of nitric oxide (NO) have
beenreported (Jedlina et al.,, 2011). In sheep, peritoneal eosinophils
and macrophages, as well as mammary gland eosinophils from Fas-
ciola gigantica resistant Indonesian thin-tail (ITT) sheep were able
to kill juvenile F. gigantica in vitro by antibody-dependent cyto-
toxicity, but they did not kill larvae of F. hepatica, suggesting that
eosinophils are important effector cells involved in the resistance
of sheep to F. gigantica (Piedrafita et al., 2007). Previous studies
have reported that bovine eosinophils incubated with bovine serum
were unable to damage juvenile F. hepatica, but major basic protein
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(MBP) obtained from bovine eosinophils was able to kill juvenile F.
hepatica at very low concentration (Duffus et al., 1980).

Apoptosis of effector cells such as eosinophils has been reported
as a mechanism of immunosuppression during helminth infec-
tions (Shin, 2000; Yan et al., 2008; Zepeda et al., 2010). It has been
reported that F. hepatica induces eosinophil apoptosis in the hep-
atic inflammatory infiltrate in rats in vivo (Serradell et al., 2007).
In vitro studies in the rat model have demonstrated that secreted
excretory products of F. hepatica (FRESP) are able to induce apo-
ptosis in eosinophils and peritoneal macrophages, suggesting that
apoptosis in effector cells may play a role in the host immune
evasion/suppression induced by F. hepatica infection (Serradell
et al.,, 2007; Guasconi et al,, 2012). Although the mechanisms
of immune modulation/suppression induced by F. hepatica are a
serious obstacle to developing protective vaccines in ruminants
(Molina-Hernandez et al., 2015), to date, apoptosis has not been
investigated in ruminants infected with F. hepatica.

Several markers of apoptosis in tissue sections have been inves-
tigated, among them activated caspase-3 immunohistochemistry
is considered an easy, sensitive, and reliable method for detect-
ing and quantifying apoptosis in histological sections (Duan et al.,
2003; Resendes et al., 2004). Transmission electron microscopy is
also a useful technique to detect apoptotic cells and to identify
eosinophils based on the morphological features of their cyto-
plasmic granules (Duffin et al., 2009) and it allow to evaluate
ultrastructure of apoptotic eosinophils (Balic et al., 2006).

The aim of the present work was to evaluate the presence and
number of eosinophils undergoing apoptosis in hepatic inflamma-
tory infiltrates from sheep experimentally infected with F. hepatica
during the migratory (8 and 28 days post-infection—dpi) and
biliary stages of infection (17 weeks post-infection—wpi). Acti-
vated caspase-3 immunohistochemistry was used for quantifying
eosinophil apoptosis and transmission electron microscopy was
used to evaluate ultrastructure of apototic eosinophils.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

Twenty 7-month-old female Merino-breed sheep were used for
this study. All animals were obtained from a liver fluke-free farm.
Animals were purchased at 1 month of age and housed indoors
in the experimental farm of the University of Cérdoba until they
reached the appropriate age for challenge. All animals were tested
monthly for parasite eggs by fecal sedimentation; the results were
negative. In addition, all animals were tested for serum IgG specific
for F. hepatica cathepsin L1 by ELISA prior to challenge and all of
them were negative. The sheep were allocated into four groups of
five animals each: groups 1, 2 and 3 were orally infected with one
dose of 200 metarceriae (Ridgeway Research Ltd., Gloucestershire,
UK); group 4 was used as the uninfected negative control. Animals
were sacrificed by intravenous injection of thiobarbital at different
stages of infection. Groups 1 and 2 were sacrificed at 8 and 28 days
post-infection (dpi) and the animals of group 3 were sacrificed at
17 weeks post-infection (wpi). The experiment was approved by
the Bioethics Committee of the University of Cordoba (No. 1118)
and was performed taking into account European (2010/63/UE) and
Spanish (RD 1201/2005) directives on animal experimentation.

2.2. Histopathology and fluke burdens

At necropsy, the duodenum was ligated proximally and distally
to the ductus choledochus (8-10cm) and the liver was pho-
tographed on the visceral and diaphragmatic aspects for gross
evaluation. Liver tissue samples showing hepatic lesions were

collected and fixed in 10% neutral buffered formalin for 24 h, then
routinely processed and embedded in paraffin wax. Four micron-
thick tissue sections were stained with hematoxylin and eosin
(H&E) for histopathology. Fluke burden was conducted in animals
from group 3 as follows: gallbladders were opened and flukes were
recovered, then the bile ducts were carefully opened and flukes
were removed with blunt forceps. Finally, the livers were cut into
small pieces (1 cm?3) and washed in hot water to collect the remain-
ing flukes.

Hansel’s stain was used in liver tissue sections to identify the
presence of eosinophils. Two 4 pwm-thick tissue serial sections were
obtained. All these tissue sections were deparaffinized and dehy-
drated through a graded ethanol series. The first section was stained
with Hansel’s stain, the second by immunohistochemistry for active
caspase-3. For Hansel’s stain, tissue sections were incubated for
1 min with eosin, washed in distilled water and incubated for 1 min
in methylene blue, then washed in distilled water, dehydrated and
mounted.

2.3. Immunohistochemistry (IHC)

Formalin-fixed, paraffin-embedded sections and the avidin-
biotin-peroxidase method (Zafra et al., 2013b) were used for the
IHC study. A polyclonal (pAb) rabbit anti-human caspase-3 anti-
body (RP096, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, USA) was used as
a marker for apoptosis. The primary antibody reacts with cleaved
activated caspase-3 but does not recognize full-length caspase-
3 or other cleaved caspases; according to the manufacturer, this
antibody cross-reacts with activated ovine caspase-3. Liver tissue
sections from 8 dpi in which apoptosis had been detected by trans-
mission electron microscopy were used as positive controls.

2.4. Transmission electron microscopy (TEM)

For the ultrastructural study, fresh liver samples from groups
1, 2 and 4 were used. In groups 1 and 2, samples were collected
from whitish tortuous tracts, cut into 1-mm cubes, fixed in 2.5%
glutaraldehyde, post-fixed in 1% osmium tetroxide and embedded
in Epon 812. Thin sections (50 nm) were stained with uranyl acetate
and lead citrate and examined and photographed using a Jeol Jem
1400 transmission electron microscope.

2.5. Gross lesions evaluation and cell counting

Gross pictures of livers were used to evaluate gross damage
(hemorrhages and necrotic tracts at 8 and 28 dpi, and fibrosis and
scars at 17 wpi) as reported Zafra et al. (2008) using the Image Pro
6.0 software (Media Cybernetics, Silver Spring, USA). The perimeter
ofthe diaphragmatic and visceral aspects of the liver was delineated
and the total area obtained, then, the perimeter of the damaged
areas was delineated and the area obtained. The percentage of
damaged area was then expressed as mean value + SD per group.

Cell counting was carried out in 10 fields of 0.08 mm? per animal
randomly selected at the periphery of necrotic foci (8 dpi), necrotic
foci and granulomas (28 dpi) and inflammatory infiltrate surround-
ing large bile ducts with erosive cholangitis (17 wpi). Cell counting
was carried out in tissue sections stained with Hansel’s technique
(eosinophils), and IHC (caspase-3* eosinophils and apoptotic bod-
ies). Results are given as mean =+ SD per group.

2.6. Statistical analyses

The Kolmogorov-Smirnov test was applied to decide whether
distributions were parametric. Comparison between pairs of
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groups was made with the Mann-Whitney U test. P<0.05 was con-
sidered significant.

3. Results
3.1. Gross pathology and fluke burdens

All control livers from group 4 showed no gross changes on
either the diaphragmatic or visceral surface. Livers from group 1
showed numerous white spots with reddish spots and occasional
whitish tortuous tracts ranging from 0.3 to 1 cm in length located
on the liver surface, mainly on the diaphragmatic aspect of the left
lobe. Livers from group 2 showed numerous whitish tortuous tracts
ranging from 0.5 to 3 cm in length, whitish-grey patches ranging up
to1 x 1 x 2.5 cm and occasional reddish spots, mainly involving the
left lobe. Livers from group 3 showed enlarged, whitish gall blad-
ders and bile ducts, which contained brown fluid and numerous
adult flukes. Numerous tortuous greyish scars were found on the
liver surface, mainly involving the left lobe. The percentage of dam-
aged hepatic surface was 3.5+ 1.2 at 8 dpi, 8.7+2.3 at 28 dpi and
23.4+6.7 at 17 wpi. The number of flukes in the five animals from
group 4 was 54, 40, 41, 34 and 58 (mean 45.4+10.14).

3.2. Histopathological study

Livers from group 4 showed no histopathological changes. Portal
spaces showed occasional lymphocytes, but eosinophils were not
found in negative control livers. All animals from group 1 presented
necrotic foci and focal hemorrhages mainly involving subcapsular
areas. Necrotic foci showed abundant cell debris and mild to mod-
erate infiltrates of eosinophils, often with pyknotic nuclei. Necrotic
tracts started 0.5-1.5 mm behind migrating larvae.

Livers from group 2 presented similar acute necrotic foci
and tracts with eosinophil infiltration. In addition, the major-
ity of necrotic foci were surrounded by a core of large activate
macrophages and an outer layer of lymphocytes, plasma cells and
eosinophils, conforming to the definition of a granuloma.

Histopathological changes in the livers from group 3 were typi-
cal of chronic fasciolosis Adult flukes were present within severely
enlarged bile ducts often showing epithelial erosion, portal fibrosis
and a variable amount of inflammatory infiltration, mainly com-
posed of eosinophils, lymphocytes and plasma cells.

3.3. Apoptosis detected by caspase-3 expression

Livers from negative control sheep (group 3) did not show
caspase-3* inflammatory cells. At 8 dpi, numerous inflammatory
cells located at the periphery of necrotic foci, as well as cell debris
(apoptotic bodies), expressed caspase-3, whereas the inflammatory
infiltrate not associated with necrotic areas showed only occasional
caspase-3* inflammatory cells. The pattern of immunostaining was
both cytoplasmic and nuclear. Serial sections stained with Hansel’s
technique allowed us to identify eosinophils (Figs. 1 and 2). The
percentage of caspase-3* eosinophils with respect to caspase-3~
eosinophils at the periphery of necrotic foci was 46.1% and 53.9%
at 8 and 28 dpi, respectively (Table 1), whereas at the periphery
of granulomas, the percentage of caspase-3+ eosinophils was only
6% (Table 1). At 17 wpi, eosinophils located the inflammatory infil-
trate surrounding some hyperplastic bile ducts, often containing
adult flukes, showed numerous caspase-3* cells (Fig. 3), whereas
the inflammatory infiltrated not associated with enlarged bile ducts
only showed occasional caspase-3* cells.

Fig. 1. Liver, 8 days post-infection. Caspase-3. Necrotic focus (N) showing cell debris
and numerous inflammatory cells, many of them expressing caspase-3 (brown,
arrow). Note a bile duct (B) with severe inflammatory infiltrate in the portal space
negative for caspase-3 except for one cell (brown). ABC method, x400.

Fig. 2. Liver, 8 days post-infection. Serial section of same area observed in Fig. 1.
Note the bile duct (B) surrounded by a severe inflammatory infiltrate and a necrotic
focus (N) with abundant cellular debris and moderate inflammatory infiltrate, the
majority of cells with a red cytoplasm are eosinophils. Hansel staining, x400.
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Fig. 3. Liver, 17 weeks post-infection. Detail of a bile duct showing the lumen (L)
with a lack of epithelium (erosive cholangitis) and numerous caspase-3* cells in the
associated inflammatory infiltrate. ABC method, x400.

3.4. Apoptosis detected by transmission electron microscopy

The TEM study confirmed apoptosis in eosinophils in livers from
groups 1 and 2. The ultrastructural features of eosinophils consist
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Table 1

Number of caspase-3* eosinophils and apoptotic bodies in F. hepatica infected sheep at 8 days post-infection (dpi), 28 dpi and 17 weeks post-infection (wpi) and in negative

control sheep. Results are expressed as mean + SD per field of 0.08 mm?.

8 dpi 28 dpi 17 wpi controls
NF NF Granulomas
Caspase-3* eosinophils 10.6+1.8 13.7+5.7 1.3+1.0 173+7.8 0
Caspase-3~ eosinophils 12.44+1.9 11.7+3.7 20.3+8.2 29.3+12.8 0
% Caspase-3* eosinophils 46.1 53.9 6.0 371 0
Caspase-3* A.B. 18.5+0.9 32.6 £2.2 6.7"+£3.5 11.3+5.7 0

NF: necrotic foci; AB: apoptotic bodies.
" Significant differences (P<0.05) respect to 8 dpi.
* Significant differences (P<0.05) respect to NF at 8 and 28 dpi.

Fig. 4. Liver, 8 days post-infection. Eosinophils showing normal ultrastructural
features (E) and apoptotic eosinophils (AE) showing condensed, electron dense
nuclei and typical granules with electron dense structures. An apoptotic neutrophil
(AN) with a multilobed electron dense nucleus and typical round to oval electron
dense cytoplasmic granules is also observed. Transmission electron microscopy.
Bar=2 pm.

of a bilobed nucleus and typical cytoplasmic oval granules rang-
ing from 0.5 to 1 wm in diameter with moderately electron dense
matrix material and a highly electron-dense crystalloid core (Fig. 4).
Apoptotic TEM changes consisted of margination-condensation of
chromatin (early changes) and cytoplasmic and nuclear fragmen-
tation while maintaining cell membranes and organelles (Fig. 4).

4. Discussion

Hansel’s stain has been used to identifying and quantifying
eosinophils in tissues (Nguyen et al, 2012). In the liver tissue
sections examined in the present study, eosinophils were identi-
fied more easily using Hansel’s stain than H&E staining. We used
Hansel’s stain as a counterstain for caspase-3 immunohistochem-
istry, but the dark brown color of the immunostaining masked the
bright red cytoplasmic granules of eosinophils and did not allow
for the identification of this cell type, this is why we used serial
sections.

Caspase-3 is an effector caspase that plays a crucial role during
apoptosis, since it directly activates enzymes that are responsible
for DNA fragmentation. Activated or cleaved caspase-3 has been
used as a marker of apoptosis viaimmunohistochemistry in healthy
tissues and in helminth-infected tissue sections (Resendes et al.,
2004; Chen et al., 2008; Mkupasi et al., 2013). The absence of apop-
toticinflammatory cells in non-infected control livers in the present
study contrasts with the presence of apoptosis in healthy pig lym-
phoid tissues, and may be due to the small number of inflammatory
cells present in the healthy sheep liver compared with those in
lymphoid organs (Resendes et al., 2004).

In the present study, apoptotic eosinophils were also identi-
fied by TEM in liver samples at 8 and 28 dpi. Ultrastructurally,
eosinophils were identified by the typical cytoplasmic granules

with an electron dense core according to the features reported in
human (Duffinetal.,2009) and ovine (Balic et al., 2006) eosinophils.
The condensation and fragmentation of the nucleus with an intact
cytoplasmic membrane was found in apoptotic eosinophils in this
work and has also been reported in TEM studies of human (Duffin
et al., 2009) and ovine (Balic et al., 2006) eosinophils. Apoptotic
eosinophils attached to Haemonchus contortus in the gastric tip
of sheep were degranulated (Balic et al., 2006); by contrast, in
the present study, apoptotic eosinophils found in the liver dur-
ing the migratory stage of F. hepatica contained typical granules.
This finding suggests that during the migratory stage of F. hepatica,
degranulation of eosinophils is not the cause of apoptosis.

During the migratory stage (8 and 28 dpi), acute necrotic foci
and tracts were found behind migrating larvae, suggesting they
induced hepatic necrotic tracts, in agreement with previous reports
in sheep (Meeusen et al., 1995; Zafra et al., 2013a,b). The major-
ity of apoptotic eosinophils were found in the periphery of these
acute necrotic foci and tracts, while they were occasional in portal
infiltrates and granulomas and inflammatory infiltrates not asso-
ciated with necrotic foci or tracts. Moreover, in the chronic stage
of infection (17 wpi), the majority of apoptotic eosinophils were
found in the vicinity of large bile ducts, often containing adult
flukes inside, and occasionally in inflammatory infiltrates associ-
ated with granulomas, fibrotic chronic tracts or portal spaces with
smaller bile ducts. This distribution of apoptotic eosinophils sug-
gests that products released by migrating or adult F. hepatica may
induce the local recruitment of eosinophils. It is possible that prod-
ucts released by F. hepatica induces eosinophil apoptosis, which is
supported by in vitro studies reporting that the excretory products
(ESP) of F. hepatica are able to induce apoptosis in rat eosinophils
and macrophages (Serradell et al., 2007, 2009; Guasconi et al.,
2012) and ESP from the trematode Paragonimus westermani are
able to induce eosinophil apoptosis (Min et al., 2004). Alternatively,
enzymes released by eosinophils may cause lytic necrosis and apo-
ptosis, which is supported by the crucial role of eosinophil in
mediating tissue damage and granuloma formation in Schistosoma
mansoni (Silveira-Lemos et al., 2008). Further studies immunolocal-
izing ESP antigens from F. hepatica in hepatic tissue sections from
infected sheep are required to confirm if F. hepatica ESP are able to
induce apoptosis in sheep inflammatory cells.

Apoptosis of effector cells of the innate response such as
eosinophils has been reported as a mechanism of local immuno-
suppression during helminth infections such as P. westermani
(Shin, 2000; Min et al., 2004) and the cestode Taenia solium (Yan
et al.,, 2008) and Taenia crassic (Zepeda et al., 2010). In fasciolo-
sis, eosinophils appear to play a crucial role in the effector host
response; thus, an effective response in rats infected with F. hep-
atica has been associated with a significant increase in eosinophil
infiltration of the gut lamina propria during early post-infection
stages (Van Milligen et al., 1998, 1999). In F. gigantica resis-
tant Indonesian thin-tail (ITT) sheep, peritoneal eosinophils and
macrophages are able to Kkill juvenile F. gigantica in vitro by an
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antibody-dependent cytotoxicity mechanism dependent on NO
production, but they do not kill the larvae of F. hepatica, suggesting
that eosinophils are important effector cells involved in the resis-
tance of sheep to F. gigantica (Piedrafita et al., 2007). The results of
the present work revealed a high number of apoptotic eosinophils
in acute necrotic foci at 8 and 28 dpi, while the number of apop-
totic eosinophils decreased significantly in necrotic granulomas at
28 dpi. Since acute necrotic foci occur behind migrating larvae, and
eosinophils are crucial effector of the effective host innate response,
apoptosis of this effector cell may be an important mechanism used
by F. hepatica larvae to evade the host innate response during the
hepatic migratory stage in which the parasites are more exposed to
the hostimmune response than when they reach the biliary system.

In summary, the present work is the first report of eosinophil
apoptosis during the migratory and biliary stages of F. hepatica
infection in sheep. Eosinophil apoptosis was detected by active
caspase-3 tissue expression and transmission electron microscopy,
and it was found in a high number of eosinophils mainly located at
the periphery of acute necrotic tracts during the migratory stage of
infection, suggesting that this may be a mechanism by which the
parasite evades the host response. Further studies are required to
investigate the presence of apoptosis in other inflammatory cells
such as macrophages and lymphocytes as well as the presence of
apoptosis in peritoneal inflammatory cells.
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Several immunomodulatory properties have been described in Fasciola hepatica infections. Apoptosis has
been shown to be an effective mechanism to avoid the immune response in helminth infections. The aim
of the present work was to study apoptosis in peritoneal leucocytes of sheep experimentally infected
with F. hepatica during the early stages of infection. Five groups (n=5) of sheep were used. Groups 2-5
were orally infected with 200 metacercariae (mc) and sacrificed at 1, 3, 9 and 18 days post-infection

iengrd_s: (dpi), respectively. Group 1 was used as the uninfected control (UC). Apoptosis was detected using three
C;);;as:; different methods 1) immunocytochemistry (ICC) with a polyclonal antibody anti-active caspase-3; 2)
Annexin-V an annexin V flow cytometry assay using the Annexin V-FITC/propidium iodide (PI); and 3) transmis-

Peritoneal leucocytes sion electron microscopy (TEM). The differential leucocyte count revealed that the majority of peritoneal
Fasciola hepatica granulocytes were eosinophils, which increased significantly at 9 and 18 dpi with respect to the unin-
Sheep fected controls. The ICC study revealed that the percentage of caspase-3* apoptotic peritoneal leucocytes
increased significantly from 3 dpi onwards with respect to the uninfected controls. The flow cytome-
try annexin V assay detected a very significant (P <0.001) increase of apoptotic peritoneal macrophages,
lymphocytes and granulocytes, which remained higher than in the UC until 18 dpi. Transmission electron
microscopy studies also confirmed the presence of apoptosis in peritoneal eosinophils at 18 dpi. This is
the first report of apoptosis induced by F. hepatica in the peritoneal leucocytes of sheep in vivo. The results
of this work suggest the importance of apoptosis induction for the survival of the juvenile parasites in
the peritoneal migratory stages of infection.
© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

During the migration of juvenile Fasciola hepatica through
the peritoneal cavity, until their penetration into the hepatic
parenchyma, the parasites secrete different molecules which inter-
act with peritoneal leucocytes in different ways. Since it has been
reported that the protective response against F. hepatica occurs dur-
ing the early stages of infection, it would be of interest to study
mechanisms of immunomodulation in target species at the peri-
toneal and early hepatic migratory stages. In vitro studies in the rat
model demonstrated that secreted excretory products of F. hepatica

* Corresponding author at : Dep. Anatomia y Anatomia Patolégica Comparadas
Edificio de Sanidad Animal, Campus de Rabanales, Ctra. Madrid—Cadiz km 396
14014 Cérdoba, Spain.

E-mail address: an1pearj@uco.es (J. Pérez).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.03.015
0304-4017/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

(FhESP) are able to induce apoptosis in eosinophils and peritoneal
macrophages, suggesting that apoptosis of effector cells may play a
role in the host immune evasion/suppression induced by F. hepatica
infection (Serradell et al., 2007; Guasconi et al., 2012). In vivo stud-
ies in sheep have also revealed apoptosis of eosinophils in hepatic
lesions both during acute and chronic stages of infection (Escamilla
et al.,, 2016). To date, apoptosis of peritoneal inflammatory cells
from sheep infected with F. hepatica in vivo has not been reported.
Several markers of apoptosis in tissue sections have been investi-
gated, among them activated caspase-3 immunohistochemistry is
considered an easy, sensitive and reliable method for detecting and
quantifying apoptosis in histological sections (Duan et al., 2003;
Resendes et al., 2004). The annexin V/PI assay has also been used by
several authors to evaluate the apoptosis phenomenon (Serradell
et al., 2007; Chen et al., 2013).

The aim of the present work was to evaluate the presence and
number of inflammatory peritoneal cells undergoing apoptosis in


dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.03.015
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03044017
http://www.elsevier.com/locate/vetpar
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.vetpar.2017.03.015&domain=pdf
mailto:an1pearj@uco.es
dx.doi.org/10.1016/j.vetpar.2017.03.015

50 A. Escamilla et al. / Veterinary Parasitology 238 (2017) 49-53

peritoneal fluid from sheep experimentally infected with F. hepatica
during the earlier peritoneal migratory stages (0, 1, 3,9 and 18 days
post-infection, dpi). Annexin V/PI flow cytometry and activated
caspase-3 immunocytochemistry were used to quantify peritoneal
inflammatory cell apoptosis, and transmission electron microscopy
was used to evaluate the ultrastructure of apoptotic inflammatory
cells.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

Forty-five 7-month-old female Merino sheep were used for this
study. All animals were obtained from a liver fluke-free farm, and
they were tested for Fasciola eggs by faecal sedimentation with neg-
ative results. They were allocated into five groups of five animals
each: group 1 was used as an uninfected control (UC) group and
groups 2-5 were orally infected with one dose of 200F. hepatica
metacercariae (Ridgeway Research Ltd., UK) administrated in gela-
tine capsules with a dosing gun. Sheep in groups 2-5 were sacrificed
by an intravenous injection of thiobarbital at 1, 3, 9, and 18 days
post-infection (dpi), respectively. The experiment was approved by
the Bioethical Committee of the University of Cérdoba (No. 1118)
and was performed taking into account European (2010/63/UE) and
Spanish (RD 1201/2005) directives on animal experimentation.

2.2. Peritoneal cell populations

Peritoneal washing was conducted immediately after the ani-
mals were euthanised following the methodology decribed by Zafra
et al. (2013). Briefly, the abdominal cavity was washed with 60 ml
sterile phosphate buffer saline (PBS) with 6 mM EDTA (ethylenedi-
aminetetraacetic acid), pre-heated to 37 °C. After a softly massaging
for 1 min, 40 ml peritoneal fluid were recovered and centrifuged
at 1500rpm for 10min and the supernatant was eliminated.
Subsequently, cellular pellets were resuspended using the afore-
mentioned medium. Diff-Quick stained smears were used for
differential cell count. A total of 600 cells per animal were counted
and the percentage of eosinophils, lymphocytes, macrophages and
neutrophils was obtained. Epithelial cells were not included in the
cell counting. Extensions were manually performed in Vectabond-
treated slides. After air drying, these extensions were fixed using
acetone for 5min and stored at —80°C for immunocytochemical
studies.

2.3. Immunocytochemistry

A polyclonal rabbit anti-human caspase-3 antibody, (cat. No.
RP096, Diagnostic BioSystems, Pleasanton, USA) was used. The pri-
mary antibody reacts with cleaved activated caspase-3 but does
not recognise full-length caspase-3 or other cleaved caspases.
According to the manufacturer, this antibody cross-reacts with
activated ovine caspase-3. The avidin-biotin-peroxidase method
(Zafra et al., 2013) was used for the immunocytochemical study.
Briefly, defrosted peritoneal fluid smears were fixed in acetone for
10 min, and the endogenous peroxidase activity was quenched in
H,0, in methanol for 15 min, with agitation at room temperature
(RT). Smears were washed for 10 min in PBS, and then they were
incubated in PBS with 5% normal goat serum for 30 min at RT. Anti-
caspase-3 antibody 1:100 was applied overnight at 4 °C. After three
10 minrinses in PBS-T (PBS buffer with 0.1% Tween-20 detergent), a
goat anti-rabbit immunoglobulin serum (Dako, Glostrup, Denmark)
diluted 1:200 was applied for 30 min as a secondary antibody. As
the third reagent, an avidin-biotin peroxidase complex (Vector Lab-
oratories) was applied for one hour. Labelling was visualised by
application of the NovaRED™ substrate kit (Vector Laboratories).

Sections were counterstained with Mayer’s haematoxylin, dehy-
drated and mounted. In negative control slides, specific primary
antibody was substituted with non-immune rabbit serum.

2.4. Cell counting from immunocytochemistry

Immunoreactive cells were counted using the Image Pro-plus
software 6.0 (Media Cybernetics). Caspase-3* and caspase-3~ peri-
toneal leucocytes were counted in 10 fields of 0.08 mm? per animal
randomly selected from the smears. In animals with small numbers
of peritoneal leucocytes, at least 300 cells per animal were counted.
Results are given as mean =+ SD per group.

2.5. Annexin V flow cytometry assay

Cell density of peritoneal fluid pellets was adjusted to
2-5 x 10 cells/ml. Annexin V Kit (ANNEX100F, AbD Serotec-Bio-
Rad Company- UK) for flow cytometry was used. The assay was
performed according to the manufacturer’s instructions. Briefly,
the cells were suspended in 200 w1 of binding buffer. Then, 5 pl
of Annexin V-FITC was added to 195 .l of the cell suspension men-
tioned before. This suspension was mixed and incubated for 10 min
in darkness at RT. Subsequently, the suspension was washed in
200 pl of pre-diluted (at 1:4) binding buffer. Next, the cells were
resuspended again in 190 .1 of pre-diluted binding buffer. Finally,
10 pl of propidium iodide solution was added to this suspension,
and the samples were ready to analyse by flow cytometry. For a
positive control, the cells were incubated with 3% formaldehyde
in buffer for 30 min on ice. Then the formaldehyde was washed
away, and the cells were resuspended in cold binding buffer and
processed as a normal sample. A CyFlow Cube 6 cytometer (Sysmex
Partec, Germany) and specific protocol based on morphological fea-
tures (forward scatter/side scatter) were used to determine the
leucocyte populations in the peritoneal fluid. The apoptotic cells
were identified because of the reactivity of fluorochrome (FL1 for
Annex V and FL3 for propidium iodide). Peritoneal leucocytes were
differentiated as viable (annexin V-negative and PI-negative) and
apoptotic (annexin V-positive, PI-negative). The extent of apoptosis
was expressed according to the percentage of each cell popula-
tion that was apoptotic or viable. The results were analysed using
the Flowing Software (University of Turky, Finland). Ten thousand
events were acquired, and the total number of apoptotic cells versus
viable cells were counted and expressed as percentages of the total
number of peritoneal leucocytes acquired.

2.6. Transmission electron microscopy

For the ultrastructural study, fresh peritoneal cellular pellet
samples from UC and 18 dpi groups were used. The remaining
groups were not included in the TEM study because the pellet
samples were too small for the ICC, flow cytometry and TEM stud-
ies. Peritoneal cell pellets were centrifuged at 1500 rpm for 10 min
(4°C), cut into 1-3 mm cubes, fixed in 2.5% glutaraldehyde, post-
fixed in 1% osmium tetroxide and embedded in Epon 812. Thin
sections (50 nm) were stained with uranyl acetate and lead citrate
and examined and photographed using a Jeol Jem 1400 transmis-
sion electron microscope at the Central Research Services (SCAI) of
the University of Cérdoba.

2.7. Statistical analysis

For the statistical analysis, the GraphPad Prism v6.0 software
(GraphPad Software, Inc. San Diego, CA, USA) was used. For each
timepoint of the experiment the expression of caspase-3 and
Annexin V positive cells was compared using the one-way ANOVA
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Table 1
Percentage of peritoneal leucocytes (mean + SD) in uninfected control and Fasciola
hepatica infected sheep during early stages of infection.

Percentage of peritoneal leucocytes (%)

Group Lymphocytes Macrophages Neutrophils Eosinophils
uc 36.4+14.0 60.0 +14.7 1.1+£2.0 27+11
1 dpi 354+15.8 61.4+28.0 1.9+2.7 14422
3 dpi 4424118 533+11.6 0.3+0.5 23+27
9 dpi 40.6+18.2 32.1+5.6 29+27 243+11.7
18 dpi 24.1+95 25.8+8.9 05+1.1 493+14.1

UC: uninfected control.
" Significant difference (P<0.05) compared to the uninfected control group.
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Fig. 1. Peritoneal smear, 3 dpi. Caspase 3 expression is observed as brown cytoplas-
mic and nuclear colour in peritoneal leucocytes (arrow) whereas other are negative
(arrowheads). E: epithelial cell. ABC method-haematoxylin counterstain, x400.

test followed by the Tukey post hoc test for multiple comparisons
of means. A value of P <0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Peritoneal leucocyte populations

The differential cell count for peritoneal leucocyte populations
is given in Table 1. In the UC group and at 1 and 3 dpi, macrophages
followed by lymphocytes were the two more abundant peritoneal
leucocytes, with occasional neutrophils and eosinophils. At 9 dpi,
a significant increase in eosinophils and a significant decrease in
macrophages with respect to the UC group were observed, while
the percentage of lymphocytes did not change significantly. At
18 dpi, the increase in the percentage of eosinophils and decrease in
the percentage of macrophages with respect to the UC group was
even more pronounced than at 9 dpi. The percentage of lympho-
cytes tended to decrease at 18 dpi with respect to the UC group,
but the differences were not significant. Neutrophils were occa-
sionally present in all groups and did not change significantly with
respect to the UC group.

3.2. Apoptosis detected by caspase-3 expression

Immunolabelling with the anti-caspase-3 antibody was
detected as a cytoplasmic and nuclear reddish-brownish colour
(Fig. 1). The percentage of peritoneal leucocytes expressing
caspase-3 is given in Table 2. Cellular pellets from peritoneal
leucocytes from the UC group showed occasional caspase-3*
cells (0.4 +0.6). At 1 dpi the percentage of peritoneal leucocytes
caspase-3* was 1.2 £+ 1.3 without a significant difference from the
UC group. However, at 3, 9 and 18 dpi the percentage of caspase-3+

Fig. 2. 18 dpi. Apoptotic peritoneal eosinophil showing fragmented and con-
densed nuclei and typical cytoplasmic granules (arrows). Transmission electron
microscopy. Bar=2 um.

leucocytes was 19.5+5.5, 19.9+4.0 and 42.6 +4.3, respectively,
with statistical increase with respect to the UC group, and also
between the 18 dpi group and the 3 and 9 dpi groups (Table 2).

3.3. Annexin V flow cytometry assay

The percentages of apoptotic and viable peritoneal
macrophages, lymphocytes and granulocytes are summarised
in Table 3. Peritoneal leucocyte populations (macrophages, lym-
phocytes and granulocytes) were determined according to their
morphological features. The UC group showed a very low per-
centage of apoptotic macrophages (1.7%), lymphocytes (0.4%) and
granulocytes (1.5%). At 1 dpi the percentage of apoptotic leucocytes
suffered a dramatic and significant increase compared to the UC
group: 37.8%, 28.2% and 30.7% for macrophages, lymphocytes and
granulocytes, respectively. At 3, 9 and 18dpi the percentage of
apoptotic peritoneal macrophages and lymphocytes remained
significantly higher with respect to the UC group but it decreased
at 18 dpi with respect to previous infection stages (Table 3). In con-
trast, the percentage of apoptotic granulocytes tended to increase
at 3 dpi with respect to 1 dpi, suffered a transient decrease at 9 dpi
when migrating larvae reached the liver, and again increased up
to 80% at 18 dpi (Table 3).

3.4. Apoptosis detected by transmission electron microscopy

The TEM study confirmed apoptosis in peritoneal eosinophils
from 18 dpi. The ultrastructural features of eosinophils from the
UC group consist of a bilobed nucleus and typical cytoplasmic oval
granules ranging from 0.5 to 1 wm in diameter with a moder-
ately electron dense matrix material and a highly electron-dense
crystalloid core. Apoptotic TEM changes consisted of margination-
condensation of chromatin (early changes) and cytoplasmic and
nuclear fragmentation while maintaining cell membranes and
organelles (Fig. 2). Macrophages from the 18 dpi group showed
morphological changes typical of phagocytic activation such as
large cytoplasmic vacuoles containing membrane debris (sec-
ondary lysosomes) and enlarged rough endoplasmic reticulum, but
nuclear fragmentation indicative of apoptosis was not observed in
this cell type.

4. Discussion

To study apoptosis in peritoneal leucocytes, it is necessary to
first evaluate the differential peritoneal leucocyte count during the
course of F. hepatica infection. In the UC group, the majority of peri-
toneal leucocytes consisted of macrophages and lymphocytes with
only 1.5% eosinophils. These results agree with those from unin-
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Table 2

Results from immunocytochemistry of peritoneal leucocytes expressed in percentage of caspase 3 positive and negative cells in each day post-infection (dpi). Results expressed

as mean =+ SD per group.

uc 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
Caspase 3* 04+06 1.2+13 19.545.5 19.94+4.0 42.6+43"
Caspase 3~ 99.6+0.6 98.8+1.3 80.5+5.5 80.0+4.0 57.4+43""

UC: uninfected control.
* Significant difference (P<0.05) compared to the uninfected control group.

™ Significant difference (P<0.05) compared to the uninfected control, 1, 3 and 9 dpi groups.

Table 3

Percentage of non-apoptotic and apoptotic peritoneal macrophages, lymphocytes and granulocytes according to the annexin V flow cytometry assay. Results are expressed

as mean =+ SD per group.

Time post-infection

Cell population Stage uc 1 dpi 3 dpi 9 dpi 18 dpi
Macrophages NA 98.5+0.9 622+11.1 76.5+6.7 75.0+2.0° 89.7+2.7
A 1.5+0.9 37.8+11.1 23.5+6.7 25.0+2.0 103+£2.7
Lymphocytes NA 99.6+0.4 71.8+114 7744114 821+14 95.3+1.4
A 04+04 283+114 226+114 17.8+14 47+14
Granulocytes NA 98.5+1.6 69.3+6.7 53.6+12.0 81.9+4.3 20.0£6.0
A 1.5+16 30.7+6.7 46.4+12.0 18.1+4.3 80.0+6.0

UC: Uninfected control; N: Non-apoptotic cells; A: Apoptotic cells.
" Significant difference (P<0.05) compared to the uninfected control group.

fected control goats (Zafra et al., 2013). The relative increase in the
percentage of peritoneal eosinophils and the decrease of the per-
centage of macrophages and lymphocytes found during the course
of the infection was also reported in F. hepatica infected goats at
7-9dpi (Zafra et al., 2013).

The results presented in this study show that F. hepatica infec-
tion induces apoptosis of peritoneal leucocytes in sheep from 1 dpi
onwards. The annexin V assay is based on phosphatidylserine (PS)
emergence on the outer plasma membrane, an early event in apo-
ptosis, PS binds with high affinity to the anticoagulant annexin
V that is visualised by fluorescence microscopy or flow cytom-
etry (Serradell et al., 2009). Activated or cleaved caspase-3 has
been used as a marker of apoptosis by immunohistochemistry in
healthy tissues (Resendes et al., 2004) and in helminth infected
tissue sections (Chen et al., 2008; Escamilla et al., 2016). In the
UC group, caspase-3 expression and the annexin V assay showed
similar results with a low percentage (0.4-1.7%) of apoptotic peri-
toneal leucocytes. However, at the very early stages of infection (1
dpi) the annexin V assay detected a higher percentage of apoptosis
(37.8%, 28.2% and 30.7% for macrophages, lymphocytes and gran-
ulocytes, respectively) whereas caspase-3 expression was found
only in 1.2% of peritoneal leucocytes. These results suggest that
the annexin V assay can detect apoptosis earlier than caspase-3
expression. When the infection progressed (3, 9 and 18), the per-
centage of apoptotic peritoneal leucocytes detected by caspase-3
and annexin V was similar. In the present study, TEM studies con-
firmed apoptosis of eosinophils at 18 dpi by the ultrastructural
features: cytoplasmic granules with an electron dense core which
were similar to that reported in human (Duffin et al., 2009) and
ovine (Balic et al., 2006) eosinophils. The condensation and frag-
mentation of the nucleus with an intact cytoplasmic membrane
found in apoptotic eosinophils in this work has also been reported
in TEM studies of human (Duffin et al., 2009) and ovine (Balic et al.,
2006; Escamilla et al., 2016) eosinophils. Compared to caspase-3
and annexin V, TEM studies were less useful to quantify the per-
centage of apoptotic leucocytes due to the small amount of sample
examined.

It has been reported that excretory secretory products of F. hep-
atica (FhESP) are able to induce apoptosis of rat eosinophils and
macrophages in vitro (Serradell et al., 2007, 2009; Guasconi et al.,

2012). In vivo studies in sheep infected with F. hepatica have also
revealed apoptosis of eosinophils in hepatic lesions during early
stages of infection (9 dpi) and in chronic hepatic lesions (Escamilla
et al., 2016). The evaluation of the percentage of leucocytes suf-
fering apoptotis in areas where the migratory larvae of F. hepatica
are located is necessary to understand the importance of this phe-
nomenon as a modulatory mechanism to avoid the host response
against migrating larvae. In a previous study in the liver, 46.1% and
53.9% of eosinophils located in the periphery of necrotic tracts and
foci at 8 and 28 dpi, respectively, were apoptotic (Escamilla et al.,
2016). Similarly in the present study, a dramatic increase of apop-
totic macrophages, lymphocytes and granulocytes were found at
1 dpi with respect to the UC group. These results suggest that
F. hepatica migratory larvae are able to induce a rapid apoptosis
of peritoneal leucocytes which may allow the larvae to migrate
through the peritoneum evading the host response.

In summary, the present work is the first report of apoptosis in
peritoneal leucocytes during the peritoneal migratory stages of F.
hepatica infection in sheep in vivo. The dramatic increase in apop-
totic peritoneal macrophages, lymphocytes and granulocytes found
at 1 dpi with respect to the UC group suggests that F. hepatica migra-
tory larvae are able to induce apoptosis of important percentage
of peritoneal effector cells such as macrophages and eosinophils,
as well as lymphocytes, allowing the larvae to migrate through
the peritoneal cavity evading the host response. The knowledge
of apoptotic mechanisms induced by F. hepatica, and the parasite
molecules involved in apoptosis induction, are important in order
to potentially include them in vaccine candidates to improve vac-
cine efficacy against this parasite.
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Foxp3 regulatory T cells (Tregs) are now considered to play a key role in modulation of immune responses
during parasitic helminth infections. Immunomodulation is a key factor in Fasciola hepatica infection;
however, the distribution and role of Foxp3* Tregs cells have not been investigated in F. hepatica infected
ruminants. The aim of this study was to evaluate the presence of Foxp3* Tregs in the liver and hepatic
lymph nodes from experimentally infected sheep and goats during acute and chronic stages of infection.

Iggywords" Three groups of goats (n=6) and three groups of sheep (n=6) were used in this study. Goats in groups
Goeaip 1-2 and sheep in groups 4-5 were orally infected with metacercarie of ovine origin. Groups 1 and 4
Foxp3 were killed during the acute stage of the infection, at nine days post infection (dpi); groups 2 and 5

were killed during the chronic stage, at 15 and19 weeks post infection respectively (wpi). Groups 3
(goats) and 6 (sheep) were left as uninfected controls. Fluke burdens and liver damage were assessed and
the avidin-biotin-complex method was used for the immunohistochemical study. At nine dpi in acute
hepatic lesions, the number of both Foxp3* and CD3* T lymphocytes increased significantly in goats and
sheep. In the chronic stages of infection (15-19 wpi), the number of Foxp3* and CD3* T lymphocytes
were also significantly increased with respect to control livers, particularly in portal spaces with severely
enlarged bile ducts (response to adult flukes) while the increase was lower in granulomas, chronic tracts
and smaller portal spaces (response to tissue damage). Foxp3* Tregs were increased in the cortex of
hepatic lymph nodes of sheep (chronic infection) and goats (acute and chronic infection). The estimated
proportion of T cells which were Foxp3+ was significantly increased in the large bile ducts and hepatic
lymph node cortex of chronically infected goats but not sheep. This first report of the expansion of Foxp3*
Tregs in acute and chronic hepatic lesions in ruminants suggests that these cells may be involved in both
parasite survival and modulation of hepatic damage. Future studies should be focused on the investigation
of parasite molecules and cytokines involved in this process.

Immunohistochemistry
Fasciola hepatica

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Fasciolosis caused by Fasciola hepatica is an economically impor-
tant disease of ruminants in temperate climates. Fasciola hepatica
has developed a variety of mechanisms to modulate or suppress
the host response making it ineffective, which allows the parasite
to survive in the host for years (Dalton et al., 2013) and became a
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serious obstacle in creating protective vaccines for ruminants (Toet
et al., 2014; Molina-Hernandez et al., 2015).

Several cell types, such as B cells (Bregs), macrophages and T
cells (Tregs) can induce immune suppression in helminth infec-
tions; however, Foxp3* Tregs are considered the most prominent
immunoregulatory cells during infection (Taylor et al., 2012).

Foxp3+ regulatory T cells represent a lymphocyte subset with
an important role in the maintenance of immune system homeo-
stasis (Belkaid, 2007). They can suppress the immune response
to self-antigens and prevent autoimmune diseases, but they can
also control the immune responses to parasites and fungi (Adalid-
Peralta et al., 2011). Therefore, Tregs have a crucial role in immune
responses by limiting immunopathology associated with anti-
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Table 1
Experimental design: groups distribution and infection.

Group Hosts Infection

=]

Killing

1 Goat 6 100 mtc 9dpi Acute stage

2 Goat 6 200 mtc 15 wpi Chronic stage

3 Goat 6 - 9dpi/15wpi Uninfected controls
4 Sheep 6 150 mtc 9dpi Acute stage

5 Sheep 6 200 mtc 19 wpi Chronic stage

6 Sheep 6 - 9dpi/19 wpi Uninfected controls

All infected animals were infected orally with metacercariae of ovine origin (Ridge-
way Research Ltd.), administered in gelatine capsules with a dosing gun. All animals
were killed by intravenous injection of T61 (Intervet International GMBH, Unter-
schleissheim, Germany).

pathogen immune responses, but they can also be beneficial to
the pathogen through subversion of the host protective immune
response (Belkaid, 2007; Adalid-Peralta et al., 2011).

Avariety of helminths (Finney et al., 2007; McNeilly et al., 2013)
induce Foxp3* Treg cell expansion to suppress or modulate immune
responses allowing them to survive for long periods in the host.
Parasite-induced Foxp3* Tregs cells also play a role in controlling
immune pathology; thus, in infections with the trematode Schis-
tosoma mansoni, the severity of egg-induced liver pathology was
negatively correlated with the number of Foxp3* Tregs in the liver
(Watanabe et al., 2009).

To date, the distribution and role of Foxp3* Tregs has not been
investigated in F. hepatica infected ruminants, although it has been
suggested that they may play a role in immunomodulation caused
by F. hepatica (Dalton et al., 2013). The aim of this study was to
evaluate the presence of Foxp3* Tregs in liver and hepatic lymph
nodes (HLN) from experimentally infected sheep and goats during
acute and chronic stages of infection.

2. Materials and methods
2.1. Experimental design

Eighteen six-month-old male Malaguefia goats and 18 six-
month-old Merino sheep were used in this study. Animals were
obtained from a liver fluke-free farm: they were housed indoors and
faecal sedimentation tests were conducted to ensure that animals
were free of internal parasites. Before the experiment, an ELISA
was carried out to detect antibodies specific for F. hepatica cathep-
sin L1, and the results were negative for all animals. Animals were
distributed into treatment groups as shown in Table 1. The experi-
ment was approved by the Bioethical Committee of the University
of Cordoba (No. 7119 and No. 1118), and it was carried out taking
into account European (86/609/CEE) and Spanish (RD 223/1988)
directives for animal experimentation.

2.2. Fluke burdens and histopathology

All animals were necropsied, the duodenum was tied proximally
and distally to the bile duct (a length of 8-10cm), the liver was
removed and the visceral and diaphragmatic aspects were pho-
tographed for gross evaluation. Hepatic lymph nodes (HLN) were
weighed and results expressed in g + standard deviation (SD) per
group. Samples were collected from HLN and affected areas of the
liver. Four samples were collected from the left liver lobe and one
from the right lobe as the left lobe consistently had more lesions,
presumably due to its close proximity to the duodenum. All the
samples were fixed in 10% buffered formalin for 24 h and rou-
tinely processed and embedded in paraffin wax for histopathology.
Four micrometre thick tissue sections were stained with haema-
toxylin and eosin for histopathology. A quantitative estimation of
liver damage was carried out: in the acute stages of infection, the

total number of gross hepatic lesions was counted in each ani-
mal using Image Pro- plus 6.0 software (Media Cybernetics, Silver
Spring, Maryland, USA) and results expressed as mean+SD per
group. In the chronic stages of infection, the percentage of affected
liver surface was calculated as described previously (Zafra et al.,
2013).

In groups 1 and 4 (chronic stages of infection) fluke burdens
were assessed. The gallbladder and major biliary ducts were opened
and flukes were recovered. Then, the bile ducts were opened and
flukes were removed with blunt forceps. Finally, the livers were
cut into small pieces (1 cm?) and washed in hot water to collect the
remaining flukes.

2.3. Immmunohistochemistry

The avidin-biotin-complex method described by Zafra et al.
(2013) was used for the immunohistochemical study. Four-pm
serial sections were used for CD3 and Foxp3 antibodies. The anti-
mouse/rat Foxp3 monoclonal antibody (clone FJK-16s, rat IgG2a,
eBioscience Inc. San Diego, CA, USA) diluted 1:100 in PBS con-
taining 10% normal goat serum, and the rabbit anti-human CD3
(Dako, Glostrup, Denmark) diluted 1:200 in PBS containing 10%
normal goat serum, were applied overnight at 4°C. The Foxp3
mAb has been shown to cross react with Foxp3 in sections of
formalin-fixed sheep tissues (McNeilly et al., 2013). Serial sec-
tions were used for Foxp3 and CD3 antibodies. A biotinylated
goat anti-rabbit immunoglobulin serum (Dako) diluted 1:200 was
applied as the secondary antibody for the CD3 slides, whereas a
biotinylated goat anti-rat immunoglobulin (Dako) diluted 1:200
in PBS was applied as the secondary antibody for the Foxp3
slides. The avidin-biotin-peroxidase complex (Vector Laborato-
ries) diluted 1:50 was finally applied and after washed, tissue
sections were incubated with NovaREDTM substrate kit (Vector
Laboratories, Burlingame, USA), rinsed in tap water, lightly coun-
terstained with Mayer’s haematoxylin and mounted with DPX
(Shandon, Pittsburgh, Pennsylvania, USA). Specific primary anti-
bodies were substituted with PBS or non-immune isotype-matched
sera as the negative control. Lymph node sections from uninfected
goats and sheep were used as positive controls.

2.4. Cell counting

Immunoreactive cells were counted using Image Pro-plus 6.0
software (Media Cybernetics). The software was calibrated for
labelling intensity and cell size to include all immunolabelled cells.
Photomicrographs (0.16 mm? each) from each animal were used for
cell counting. In negative control livers (groups 3 and 6), 10 pho-
tomicrographs were selected randomly from portal areas for cell
counting. In chronic infection stages (groups 2 and 5), cell counting
was carried out to evaluate: (1) response to tissue damage (10 pho-
tomicrographs selected randomly from inflammatory infiltrates
associated with chronic tracts and granulomas) and (2) response to
adult flukes (10 photomicrographs selected randomly from inflam-
matory infiltrates associated with portal areas with severe bile duct
hyperplasia). In early infection stages (groups 1 and 4), 10 pho-
tomicrographs randomly selected from damaged areas were used
for cell counting. In HLN, 10 photomicrographs randomly selected
from cortical areas, and 10 pictures selected from medullary areas,
were used for cell counting. CD3* T cells and Foxp3* cells were
counted in adjacent areas of serial sections and the percentage of
Foxp3*/CD3* T cells was estimated from by dividing numbers of
Foxp3+ cells by the number of CD3+ cells in those adjacent serial
sections. Results were expressed as mean =+ SD per group.
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2.5. Statistical analysis

Statistical analysis was carried out with PRISM 6.0 soft-
ware (Graphpad Software Inc., San Diego, California, USA). The
Kolmogorov-Smirnov test was applied to evaluate if data were nor-
mally distributed and according to the results, data were analysed
with the non-parametric Kruskall-Wallis with Dunnis multiple
comparisons tests. Correlations between parasitological, patho-
logical and immunohistochemical data were estimated using the
Spearman’s rank non-parametric correlation test. Statistical signif-
icance was set at P<0.05.

3. Results
3.1. Fluke burdens

Goats from group 1 (chronic stages of infection) showed 64, 42,
51, 73, 59 and 42 flukes, respectively (55.4 + 12.2), whereas sheep
from group 4 (chronic stages of infection) showed 57, 40, 54, 58, 41
and 52 flukes, respectively (50.3 4 7.9). Percentage of implantation
was 27.7% and 25.1% in goats and sheep, respectively.

3.2. Gross and histopathological study

3.2.1. Liver

In the early stages of infection (9dpi), all goats (group 2)
and sheep (group 5) showed reddish spots and small tortuous
whitish tracts mainly involving the diaphragmatic aspect of the
left liver lobe. Quantification of those lesions resulted in mean of
113.4+54.6ingoatsand 111.8 £ 35.7 in sheep. Microscopic hepatic
changes in the early stages post infection consisted of necrotic foci
and tracts within the hepatic parenchyma, often associated with
focal haemorrhage, mainly involving subcapsular areas. Inflam-
matory infiltrates associated with these necrotic areas consisted
mainly of eosinophils with fewer lymphocytes and macrophages.
Adjacent portal spaces showed severe infiltration of lymphocytes,
eosinophils and macrophages. These inflammatory cells migrated
from portal areas through hepatic sinusoids to necrotic areas of the
hepatic parenchyma.

In the late stages of infection, both goats (group 1) and sheep
(group 4) demonstrated scars and tortuous white tracts, particu-
larly involving the left liver lobe. Percentage of affected areas in
goats was 36.02 +£9.4% and 334 17.6% in sheep. The gallbladder
and major biliary ducts were whitish and enlarged, and they con-
tained brownish fluid admixed with adult flukes. Microscopically,
hepatic lesions were composed of marked fibrosis in portal spaces
containing large bile ducts and severe infiltration of lymphocytes
and plasma cells, either in a diffuse or lymphoid follicle pattern
(response to adult flukes, observed within enlarged bile ducts
which often showed epithelial erosion). Additionally, chronic tracts
with macrophages containing abundant hemosiderin pigment,
granulomas with necrotic centres, macrophages and giant multi-
nucleate cells and variable infiltrates of lymphocytes, plasma cells
and eosinophils were found in the hepatic parenchyma (response
to tissue damage).

3.2.2. Hepatic lymph nodes

In goats weight of HLN was 2.2gr+0.9, 18.2gr+3.4 and
1.0gr+0.5 in groups 1, 2 and 3, respectively. In sheep HLN weight
was 1.4+0.3, 6.3+0.8 and 1.0+ 0.5 in groups 4, 5 and 6, respec-
tively. Significant HLN weight increase (P<0.01) was found in
chronic infection (groups 2 and 5) with respect to negative con-
trols and acute infection in goats and sheep. The histological study
revealed that the HLN weight increase in chronic infections was

Fig. 1. Acute infection sheep liver showing a portal space with a bile duct (B) sur-
rounded by severe inflammatory infiltrate (I) with several Foxp3* T cells (red-brown
colour). ABC method, x200.

Fig. 2. Chronic infection sheep liver showing severe inflammatory infiltrate sur-
rounding large bile ducts (arrows) showing numerous CD3* T lymphocytes (brown
colour). ABC method, x200.

due to a marked hyperplasia of lymphoid follicles, interfollicular
areas and medullary cords.

3.3. CD3 and Foxp3 expression in the liver

Results of cell counting for CD3 and Foxp3 in livers of goats and
sheep during acute and chronic infections and negative controls are
shown in Table 2. Uninfected control goats and sheep showed occa-
sional CD3* T lymphocytes mainly located in portal areas. Foxp3*
cells were also occasionally noted and also located in portal areas.
The percentage of Foxp3/CD3T cells was 20.3% and 18.8% in goats
and sheep, respectively (Table 2).

At 9dpi (acute infection stage), CD3* and Foxp3* T cells were
found at the periphery of necrotic foci and adjacent portal spaces
(Fig. 1). The number of both Foxp3* and CD3* T lymphocytes
increased significantly in goats and sheep with respect to nega-
tive controls (Table 2). However, the percentage of Foxp3*/CD3*
did not show a significant change in either goats (P=0.55) or sheep
(P=0.48) with respect to negative controls.

In the chronic stages of infection (15-19 wpi), the number of
CD3* T lymphocytes and Foxp3* T cells was significantly increased
in both goats and sheep with respect to control livers, particularly
in portal spaces with severely enlarged bile ducts (Figs. 2 and 3;
location B in Table 2), whereas in granulomas, chronic tracts and
smaller portal spaces, the number of CD3* and Foxp3* T cells was
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Table 2

Number and percentage of Foxp3* and CD3* T lymphocytes in livers of acute and chronic stage of infection, and in uninfected controls. Results expressed as mean =+ SD of

cells per 0.2 mm? per group.

Group (Species-stage of infection) Location A Location B
Foxp3 CD3 %Foxp3/CD3* Foxp3 CD3 %Foxp3/CD3?
1 (goats-Al) 55+2.2b 25.4+3.6" 21.84+9.2
2 (goats-CI) 6.1+2.0° 60.9+11.6° 10.5+£3.9° 31.0+5.15¢ 123.7+£21.1b¢ 25.1+1.3
3 (goats-UC) 0.7+03 3.7+0.2 20.3+10.0
4 (sheep-Al) 62429 30.2+4.4° 19.9+74
5 (sheep-CI) 6.84+2.8" 52.9+15.1° 12.8+39 30.8 +6.0"¢ 129.2 +£19.3b¢ 24.1+4.6
6 (sheep-UC) 0.6+03 32+05 18.8+8.1

Location A: Uninfected control (UC): randomly selected portal areas. Acute infection (Al): portal areas, necrotic foci. Chronic infection (CI): portal areas, granulomas and

chronic tracts.

Location B: Chronic infection: Periphery of enlarged bile ducts. This location is studied only in the chronic stage of the infection, when adult liver flukes are in the bile ducts

and marked histopathological alterations occurred in the surrounding tissue.
@ Estimated percentage of CD3*T cells which are Foxp3.
b Significant difference (P<0.05) compared to the uninfected control group.
¢ Significant difference (P <0.05) respect to the acute infection stages.

Fig. 3. Serial section of that shown in Fig. 3, showing numerous Foxp3* T cells in
the inflammatory infiltrate surrounding bile ducts (arrows). ABC method, x200.

also increased with respect to negative controls but lower than in
the vicinity of enlarged bile ducts (Location A in Table 2). The per-
centage of Foxp3*/CD3* T cells in areas of tissue damage in goats
was significantly reduced with respect to both the negative con-
trols and acute infections, while it did not change significantly in
sheep. In areas of response to adult flukes (periphery of enlarged
bile ducts), the percentage of Foxp3*/CD3* was not significantly
modified with respect to uninfected controls.

There was no statistical correlation between number of Foxp3*
T cells and fluke burden or gross pathology in any of the studied
groups.

3.3.1. Hepatic lymph nodes

Results of cell counting for CD3* and Foxp3* in HLN of goats and
sheep during acute and chronic stages of infection and in negative
controls are shown in Table 3. Uninfected control goats and sheep
showed abundant infiltrates of CD3* T lymphocytes and Foxp3*
T cells in the cortex, particularly in interfollicular areas (Fig. 4),
whereas the number of both cell populations was lower in the
medulla (medullary cords and medullary sinuses).

During acute infections, CD3* T lymphocytes were significantly
increased with respect to negative controls in sheep and goats (cor-
tex) and sheep (medulla) (Table 3). Foxp3* T cells were mainly
found in interfollicular areas of the cortex (Fig. 5). The number of
Foxp3* T cells and ratio Foxp3*/CD3* increased significantly only
in the cortex of acutely infected goats with respect to negative
controls (Table 3). The number of Foxp3* Tregs and the ratio of

Fig. 4. Negative control goat hepatic lymph node showing moderate number of
Foxp3* T cells (brown-red colour) in interfollicular (IF) areas. ABC method, x200.
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Fig. 5. Acute infection goat hepatic lymph node showing numerous Foxp3* T cells
(brown-red colour) in interfollicular (IF) areas. ABC method, x200.

Foxp3*/CD3* in the medulla were very similar in negative controls
and acutely infected goats and sheep (Table 3).

During chronic infections, the number of CD3* T cells was signif-
icantly increased in the cortex and medulla of goats and sheep with
respect to negative controls (Table 3). Foxp3* were mainly found in
interfollicular areas of cortex (Fig. 6), where a significant increase
was found in chronically infected goats and sheep with respect to
uninfected controls. The percentage of Foxp3*/CD3* did not change
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Table 3

Number and percentage of Foxp3* and CD3* T lymphocytes in hepatic lymph nodes of acute and chronic stage of infection and negative controls goats and sheep. Results

expressed as mean 4 SD per group.

Group (Species-stage of infection) Cortex Medulla
Foxp3 CD3 %Foxp3/CD3 Foxp3 CD3 %Foxp3/CD3

1 (goats-Al) 46.0+5.3% 299.0+15.8" 154+1.8° 76+1.5 107.0+6.1 7.1+£1.1
2 (goats-CI) 45.4+16.3% 389.8+18.2% 11.7+5.9 8.0+2.1 117.1+4.6* 6.8+1.0
3 (goats-UC) 22.2+43 287.6+3.3 95+23 7.3+0.9 94.2+3.7 7.7+1.2
4 (sheep-Al) 22.6+3.0 303.7+37.8° 74+14 84+33 122.2+16.8% 69+23
5 (sheep-CI) 36.3+6.9%P 392.9+6.3%P 92+26 9.7+3.1 115.2+6.7% 84+2.1
6 (sheep-UC) 21.0+6.6 246.0+18.4 89+4.1 7.6+1.5 82.8+6.5 92+15

Al: acute infection (9 days post-infection, dpi); CI: chronic infection (15-19 weeks post-infection, wpi); UC: uninfected controls.

2 Significant difference (P <0.05) compared to the uninfected control group.
b Significant difference (P <0.05) respect to the chronic infection stage.
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Fig. 6. Chronic infection goat hepatic lymph node showing a lymphoid follicle (LF)
and interfollicular areas (IF) containing numerous Foxp3* T cells (brown-red colour)
in interfollicular (IF) areas. ABC method, x200.

significantly with respect to the uninfected controls in the cortex
and medulla of either goats or sheep (Table 3).

4. Discussion

Chronic parasitic infections are facilitated by the modulation
and/or suppression of the host immune response caused by these
parasites, and Foxp3* T cells are the main cell population mediat-
ing such modulation of the host immune response (Adalid-Peralta
etal.,2011; Tayloretal.,2012). While F. hepatica has shown a potent
capacity to modulate the host immune response (Dalton et al.,
2013), the distribution of Foxp3* T cells has not been investigated
in F. hepatica infected cattle or sheep.

In the present study, we have found a significant increase of
Foxp3* T cells in the hepatic lesions of both goats and sheep, in
the acute and the chronic stages of the infection. This increase of
Foxp3™* T cells was generally correlated to an increase in the num-
ber of CD3* T cells, so the percentage of Foxp3*/CD3* cells did not
change. The increase in the total number of Foxp3* T cells without
modification of the Foxp3*/CD3* percentage has been described
in different parasitic infections in sheep, as in Psoroptes ovis infec-
tion (McNeilly et al., 2010) and Teladorsagia circumcinta infection
(McNeilly et al., 2013). In our work, it is noteworthy the differences
between the total number of Foxp3* cells in different stages and
locations of the infection, with the higher number of cells found
in correlation with the presence of adult flukes in the bile ducts
(chronic stage).

The rapid expansion of Foxp3™* T cells in the acute phase of the
infection (9 dpi) seems to be related to the larval migration in the
hepatic parenchyma, since most of those cells were found around

necrotic foci and tracts and in the adjacent portal spaces. However,
no correlation was found between number of Foxp3™* T cells and the
number of necrotic lesions. The early presence of Foxp3* T cells in
the initial stages of parasitic infections has been shown in gastroin-
testinal nematode mouse model (Finney et al.,2007) and it has been
explained as an immunomodulatory mechanisms facilitating the
survival of the parasite. In sheep, McNeilly et al. (2013 ) described an
increase of Foxp3* T cells at 10 dpi in the abomasal mucosa of sheep
infected with Teladorsagia circumcincta, that may reflect a homeo-
static regulatory mechanism within the abomasal cellular immune
response to minimize immune-mediated abomasal pathology. Our
data suggest Foxp3* T cells may play a role in modulating the initial
host immune response, contributing to the survival of F. hepatica
during the migratory stage. However, further studies are required
to clarify the relationship between the initial Foxp3* T cells expan-
sion and the inability of the immune effector mechanisms to kill the
newly excysted juveniles of F. hepatica in the early peritoneal and
hepatic migration, as occurred in the protective responses observed
in the F. gigantica sheep model (Piedrafita et al., 2007).

In the chronic hepatic lesions, the increase of Foxp3* T cells
was more pronounced in the inflammatory infiltrates adjacent to
large bile ducts than in the periphery of granulomas, chronic tracts
and small portal areas. Since the adult parasites in these stage are
located within the bile ducts and gallbladder, it seems that Foxp3* T
cells are specifically recruited to the vicinity of F. hepatica adults or
are actively induced by the adult parasites and this may be related
to the chronicity of the infection and the long survival of the parasite
in the host (Escamilla et al., 2016).

A dual role has been described for Foxp3* T cells in hepatic
helminth infections: minimising tissue pathology and modulating
the hostimmune response to facilitate parasite survival, as reported
in the case of Schistosoma japonicum infection in mice (Zhou et al.,
2015). In the present study, the different proportion of Foxp3* T
cells in the periphery of granulomas and chronic tracts compared to
those of large bile ducts and the lack of correlation between Foxp3*
T cells and fluke burden or gross pathology may also suggest this
dual role for these cells in F. hepatica infections. The evaluation of
cytokines such as IL-10 and TGF-3 produced by Foxp3* T cells in
each of these hepatic lesions is of foremost interest to elucidate this
point.

The number of Foxp3* T cells was also significantly increased
in the cortex of the HLN, as well as the number of CD3* T lym-
phocytes in both the cortex and the medulla. This data agrees with
the increase of Foxp3* T cells in mesenteric lymph nodes found
in helminth infected mice (Smith et al., 2016). Some differences
were observed between sheep and goats, since goats showed higher
number of Foxp3* cells in both the acute and the chronic stages,
with a significant elevation of the percentage of Foxp3*/CD3* in
the acute phase of the infection. However, we found no correla-
tion between this higher number of Foxp3* T cells in HLN in goats
and any other parasitological or pathological data. Sheep and goats
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seems to have a different immune mechanism in response to gas-
trointestinal nematodes (Hoste et al., 2010), but no such difference
seems to appears in the case of F. hepatica infection.

In conclusion, this is the first report describing the distribution
of Foxp3* T cells in acute and chronic hepatic lesions and HLN of F.
hepatica infected goats and sheep. The expansion of Tregs in acute
and chronic hepatic lesions may be involved in parasite survival as
well as in minimising tissue pathology. Future studies should focus
on the investigation of parasite molecules, particularly from newly
excysted juveniles, involved in the expansion of Foxp3T cells, as
well as the cytokines produced by this cell type in the different
hepatic lesions to elucidate their roles in F. hepatica infection.
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