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RESUMEN

Efecto inmunomodulador de las fracciones del metacestodo de Taenia hydatigena,
estudios sobre el ciclo biolégico del parasito y su impacto sobre algunos parametros

productivos en ovinos.

En esta tesis se incluyen una serie de trabajos de una linea de investigacion sobre la
relacion entre Taenia hydatigena (T. hydatigena) y sus hospedadores. De los resultados
obtenidos, se escribieron tres trabajos en forma de articulos, cada uno de ellos en diferentes
fases de su publicacion en revistas internacionales indexadas.

En el primer trabajo, se observo que el concentrado vesicular de metacestodos de T.
hydatigena (CVMTh) total y la fraccion de CVMTh 30-100 kDa modifican la respuesta
inmune de ratas de direfente forma. Ambas fracciones inhibieron la eosinofilia y la
produccion de IL-5 producida por la administracién de ovoalbimina (OVA) en ratas. El
CVMTh 30-100 kDa activo fuertemente la produccion de anticuerpos 1gG especificos anti-
OVAy la proliferacion de linfocitos T y B. EI CVMTh total aumenté moderadamente los
anticuerpos anti-OVA especificos y la activacion de una respuesta Th1l7. Aunque se
requieren mas estudios para confirmar nuestras observaciones, los resultados sugieren que
ambas fracciones de CVMTh tienen potencial para modificar la respuesta inmune de sus
hospedadores y podrian ser utilizados como adyuvantes. Este trabajo fue publicado en
Experimental Parasitology, (2022); 242, 108400.

En el segundo trabajo experimental, se observo que algunas variables dependientes
relacionadas a la produccion, como la condicién corporal fue claramente mayor (p<0.001)
en los corderos del grupo testigo que en los corderos del grupo infectado con dosis altas de
huevos de T. hydatigena, sin embargo, la diferencia entre los grupos fue moderada en la
conversion alimenticia, consumo de alimento y ganancia de peso (p<0.1). Cuando estas
variables se agruparon en un MANOVA, el efecto negativo sobre la produccion fue altamente
significativo (p<0.0001). Los corderos del grupo infectado con dosis alta presentaron una
menor condicion corporal (p<0.001), un menor rendimiento de la canal (p<0.1) y

apreciativamente una menor conformacion de la canal que los corderos del grupo testigo. Los
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resultados de este estudio, muestran una disminucion en la eficiencia productiva, alteraciones
de algunos valores hematologicos y bioquimicos, ademas de un ligero deterioro en el aspecto
general de los corderos infectados, factores que sélo pueden ser detectados en este tipo de
estudios, pero que, aunque son imperceptibles para la mayoria de los productores repercuten
en la productividad de los animales infectados. Este trabajo fue enviado a la revista
Veterinary Parasitology, estamos en espera de la respuesta.

El tercer trabajo experimental esta en proceso en el momento en el que se escribio
esta tesis, por lo que los datos con los que se cuenta son preliminares, sin embargo, los
resultados al momento muestran algunos datos especificos del ciclo de infeccion en los
hospedadores de Taenia hydatigena. Todos los perros infectados mostraron evidencia de
infeccion en materia fecal (huevos o proglotidos), sin embargo, al momento del sacrificio
solamente ocho presentaron gusanos adultos en el intestino. El periodo de prepatencia vario
entre los 53 a los 88 dias, el tamafio promedio de los gusanos adultos fue de 147.8 + 8.6 cm
(43 gusanos). En ningan perro infectado se observaron alteraciones en el comportamiento o
estado de salud evidentes, aun en aquellos que presentaron mayores cargas de gusanos
adultos (10, 11 y 12 respectivamente); En los hospedadores intermediarios (ovinos) el
porcentaje de infeccion (44.4%) es mucho menor que en los hospedadores definitivos
(perros) vy el porcentaje de establecimiento (2%) todavia es menor. Actualmente se trabaja
con la administracion de diferentes cantidades de huevos a corderos y con la activacién de
oncoésferas. Este proyecto todavia esta en proceso y los resultados como se menciono

anteriormente, son preliminares.



Abstract

Immunomodulatory effect of the fractions of the metacestode of Taenia hydatigena
studies on the life cycle of the parasite and its impact on some productive parameters

in sheep.

This thesis includes a series of papers from a line of research on the relationship between
Taenia hydatigena (T. hydatigena) and its hosts. From the results obtained, three works were
written in the form of articles, each one of them in different phases of its publication in
indexed international journals. In the first work, we observed that a total T. hydatigena larvae
vesicular concentrate (ThLVC) and a 30-100 kDa ThLVC fraction modify the immune
response of rats in differentiated ways. Both fractions inhibited eosinophilia and IL-5
production induced by OV A administration in rats. The 30-100 kDa ThLVC fraction strongly
activated the production of specific anti-OVA IgG antibodies and the proliferation of T and
B lymphocytes. Total ThLVC moderately increased specific anti-OVA antibodies and
activation of a Th17 response. Although further studies are required to confirm our
observations, the results suggest that both ThLVVC fractions have the potential to modify the
immune response of their hosts, even to be used as adjuvants. This work was published in
Experimental Parasitology, (2022); 242, 108400.

In the second experimental work, we observe that some dependent variables related to
production, like body condition, was clearly higher (p<0.001) in lambs from the control
group than in lambs from the group infected with high doses of T. hydatigena eggs,
nevertheless, the difference between the groups was moderate in feed conversion, feed
consumption and weight gain (p<0.1). When these variables were pooled in a MANOVA,
the negative effect on production was highly significant (p<0.0001). Lambs from the high-
dose infected group had lower body condition (p<0.001), lower carcass yield (p<0.1) and
significantly less conformation of the carcass than the lambs of the control group. The results
of this study show a decrease in productive efficiency, changes in some hematological and
biochemical values, in addition to a slight deterioration in the general appearance of the

infected lambs, factors that can only be detected in this type of study, but which, although



they are imperceptible to most producers, have an impact on the productivity of infected
animals. This work was sent to the Veterinary Parasitology journal, we are awaiting the
response.

The third experimental work is in progress at the time this thesis was written, so the data we
have are preliminary, however, our results so far show some specific data on the infection
cycle in Taenia hydatigena hosts. All infected dogs showed evidence of fecal infection (eggs
or proglottids), however, at the time of the necropsy only eight had adult worms in the
intestine. In dogs, the prepatent period ranged from 53 to 88 days, the average size of adult
worms was 147.8 + 8.6 cm (43 worms). In any infected dog, even in those with a greater
number of adult worms (10, 11 and 12 respectively) evident alterations in behavior or state
of health were observed. In the intermediate hosts (sheep) the percentage of infection (44.4%)
is much lower than in the definitive hosts (dogs) and the percentage of establishment (2%) is
still lower. We are currently working with the administration of different amounts of eggs to
lambs and with the activation of oncospheres. This project is still in progress and the results

are preliminary.
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INTRODUCCION

La produccion ovina es una actividad econdmicamente importante en todo el mundo.
En las unidades de produccion ovina, cominmente se presentan problemas sanitarios
relacionados con las parasitosis, sobre todo cuando esta actividad se desarrolla de forma
extensiva, es decir, cuando los ovinos son alimentados en pastoreo.

Algunos de los problemas sanitarios producidos por parasitos mas facilmente
reconocidos como causa de pérdidas econdmicas por los productores de ovinos, son la
coccidiosis, fasciolosis y las nematodiosis gastroentéricas (Qamar et al., 2011; Andrews,
2013; Mehmood et al., 2017; Bangoura y Bardsley, 2020). Esto se debe a que es evidente y
facil de detectar la presencia y dafio causado por estas enfermedades en los ovinos. Sin
embargo, hay otras parasitosis presentes en las unidades de produccion ovina, como la
metacestodosis causada por larvas de T. hydatigena, que pasan desapercibidas en la mayoria
de las ocasiones. Lo anterior, es debido a que no se detecta el momento en que los ovinos se
infectan de forma natural y a que estos, no presentan manifestaciones clinicas caracteristicas.
Por esta razon, la presencia de los metacestodos de T. hydatigena solo son detectados después
del sacrificio, al momento que se realiza la inspeccion de las canales y su presencia se
considera como un hallazgo a la necropsia. Muchos productores, incluso muchos médicos
veterinarios consideran que esta metacestodosis no tiene ninguna repercusion en la salud de
los ovinos. Lo anterior, probablemente es la razén por la que existen muy pocos trabajos
recientes sobre la relacion hospedero-parasito de T. hydatigena en ovinos y en general con
cualquiera de sus hospedadores.

La mayoria de los estudios actuales (nacionales o internacionales) se han enfocado a
medir la prevalencia de esta parasitosis en los hospedadores definitivos (principalmente
perros) y en los hospedadores intermediarios (principalmente rumiantes, cerdos y equinos).

Algunos estudios se han enfocado e evaluar el impacto econémico de la metacestodosis
producida por T. hydatigena, pero solo por el decomiso de visceras. Por ejemplo, en la isla
de Cerdefia en Italia (Scala et al, 2015), calcularon solo en un periodo de siete meses, costos
economicos relacionados con el decomiso por esta metacestodosis a casi 330 000 euros con
una prevalencia de 14.6 % en corderos. En México, en general no se registra la presencia de
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los metacestodos de T. hydatigena en ovinos sacrificados en rastros o en mataderos de
traspatio, por lo que se desconoce la prevalencia actual de esta parasitosis en los ovinos del
pais. Algunos trabajos esporadicos realizados en México, reportaron una prevalencia del 3%
de 4520 higados de ovinos sacrificados en el rastro de Milpa Alta (Tenorio-Fuentes, 1982) y
otro, realizado en el rastro de Netzahualcdyotl una prevalencia del 18.8% de 297 ovinos y
del 16.2% en 707 caprinos (Gonzélez-Mendoza, 1976). Aunque no se tienen datos registrados
metodicamente, en la colecta de metacestodos de T. hydatigena a lo largo de varios afios en
diferentes rastros del centro del pais, se ha observado frecuentemente la presencia de este
parasito.

Muchos de los conocimientos sobre la biologia de otras especies del genero Taenia se
han extrapolado a la literatura publicada sobre T. hydatigena, lo que no siempre refleja la
realidad de la biologia de este parasito. Ademas, por no producir manifestaciones clinicas
especificas, existe desconocimiento sobre la afectacion econdémica que ésta parasitosis
pudiera tener en las unidades de produccién ovina. Tampoco se ha estudiado como este
parasito se relaciona con sus hospedadores, y si es capaz de modificar la respuesta inmune
de su hospedador para vivir en un ambiente méas confortable, como lo hacen otros parasitos
(Terrazas et al., 2011).

Morfologia.

Los gusanos adultos viven en el intestino de los hospedadores definitivos
(principalmente perros). Son cestodos blancos y miden de 50 a 250 cm de largo. En la parte
anterior presentan un escolex armado de 798-1720 um de didmetro. El réstelo esta formado
por dos coronas de ganchos (26-36 ganchos). Los ganchos de la corona anterior son mas
grandes (175-224 um) que los de la corona posterior (133-157 um). Presenta cuatro ventosas
de 220 a 350 um (Edwards y Herbert, 1981).

El estrobilo estd formado por proglétidos de diferente forma. Los proglétidos
inmaduros son mas anchos que largos, los proglétidos maduros son tan anchos como largos
(tienden a tener forma cuadrada) y los progloétidos gravidos son mas largos que anchos. Los
proglétidos maduros presentan un ovario bilobulado y de 600 a 700 testiculos. Los

proglétidos gravidos miden de 10 a 14 mm de largo por 4 a 7 mm de ancho, y el Utero presenta
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entre 5-10 ramas. Los huevos son elipticos y miden entre 38 a 39 por 34 a 35 um y presentan
un embrion exacanto en su interior (Quiroz, 1984; Taylor et al., 2016).

Los metacestodos de T. hydatigena (Cisticercus tenuicollis) se localizan en serosa de
visceras, principalmente higado, omentos y mesenterios. Estos metacestodos son vesiculas
llenas de un liquido claro. Presentan dos membranas sobre su superficie, la méas externa es
producida por la respuesta inflamatoria del hospedador, la interna es propia del parasito.
Pegado a la membrana interna presenta un escélex invaginado con caracteristicas similares
al del cestodo adulto. Miden de 4 a 8 cm (Alba-Hurtado, 2020).

Ciclo biologico

El ciclo biologico de T. hydatigena se esquematiza en la figura 1. Los progldtidos
gravidos son eliminados en la materia fecal de los perros, en el ambiente, se liberan los
huevos que son ingeridos por los hospedadores intermediarios. En el paso de abomaso a
intestino delgado se realiza la eclosion y se liberan las oncosferas. Estas, atraviesan la pared
intestinal, penetran en un capilar y viajan por sangre hasta el parénquima hepatico,
mesenterios y en menor proporcion a pulmones. En higado y pulmon viajan por parénquima
hasta llegar a las serosas. Finalmente se desarrollan los metacestodos (cisticerco tenuicollis)
en la serosa de visceras, mesenterios y omentos.

Los perros se contaminan por ingerir visceras crudas o mal cocidas con metacestodos
de T. hydatigena viables. En el estdmago e intestino delgado del hospedador, el escélex
recibe los estimulos necesarios para su evaginacion, se fija a la pared intestinal para iniciar
el proceso de estrobilacion y desarrollarse hasta adulto. Cada progl6tido es una unidad
reproductora independiente, cuenta con érganos sexuales masculinos y femeninos, por lo
cual se puede autofecundarse y en algunas ocasiones intercambiar espermatozoides con otros
proglétidos del mismo cestodo o con proglétidos de otro gusano. Los huevos producidos se
almacenan paulatinamente en las ramas del Utero. Posteriormente, los proglétidos gravidos
llenos de huevos se eliminan en materia fecal y se cierra el ciclo (Silverman, 1954; Desplazes
etal., 2016; Bowman, 2020).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Taenia hydatigena.

Ingestion de metacestodos
(hospedado definitivo)

- Ay
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*  Liberacion de oncosfera

*  Migracioén por via porta
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Ingestion de huevos al
momento del pastoreo

Epidemiologia
La infeccion por T. hydatigena en perros se ha detectado practicamente en todo el
mundo. Los estudios publicados muestran una prevalencia variable de acuerdo al pais, al tipo
de perro muestreado, al nimero de perros muestreados y a la técnica de diagnostico. Algunos
ejemplos de esta prevalencia en perros de diferentes regiones del mundo son: 45.5% en
Arizona y Nuevo México (Schantz, 1977); 11.3% en Snowdonia, UK (Edwards, 1979);
40.9% en Uttar Pradesh, India (Pathak et al., 1982); 13.9% en Uruguay (Cabrera et al., 1996);
19.7% en China (Wang et al., 2006); 10.3% en Vietnam (Ng-Nguyen et al, 2021) y 6.6% en
Mongolia (Temuujin, 2022), entre muchos otros. En México se ha reportado una prevalencia
en perros de 2.5 % en Ciudad de México (Eguia-Aguilar et al, 2005) y 2.91% en Mexicalli
(Trasvifia-Mufioz, 2020).
Los perros se contaminan por ingerir metacestodos de T. hydatigena. La alimentacion

de perros con visceras crudas de los hospedadores intermediarios (rumiantes, cerdos y
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equinos, entre otros), es un factor predisponente. La ingestion de cadaveres de animales que
murieron por otras causas en las unidades de produccién, es un factor importante en el
mantenimiento de la infeccion en estas unidades. Se ha demostrado que los perros que viven
cerca de rastros y que se alimentan de sus desechos presentan una mayor incidencia de esta
parasitosis (Quiroz, 1984; Ng-Nguyen et al, 2021).

La prevalencia de metacestodos de T. hydatigena en los hospedadores intermediarios
es variable, se ha reportado una prevalencia del 37% en ovinos, 27.2% en cabras y 8.3% en
cerdos de Uttar Pradesh State, India (Pathak et al., 1982); 12.8% en ovinos y 18% en cabras
de Iran (Radfar et al., 2005); 4.2% en ovinos de la India (Singh et al 2015); 14.6% en ovinos
en Cerdefia, Italia (Scala 2015); 61.1% en cabras y 42.2 en ovinos de Ngorongoro, Tanzania
(Miran et al., 2017); 7.6% en cerdos y 11.1% de bovinos en Vietnam (Ng-Nguyen et al.,
2021); y 9.6% en cabras de la India (Moudgil et al., 2022). En México se ha reportado una
prevalencia del 3% de ovinos sacrificados en el rastro de Milpa Alta (Tenorio-Fuentes, 1982)
y del 18.8% en ovinos y del 16.2% en caprinos sacrificados en el rastro de Netzahualcoyotl
(Gonzalez-Mendoza, 1976).

Los ovinos y en general los hospedadores intermediarios, adquieren la metacestodosis
por ingerir huevos de T. hydatigena (Braae et al., 2015). Estos huevos, generalmente son
eliminados dentro de proglétidos en materia fecal de perros, en el ambiente, los proglétidos
liberan los huevos. Muchos huevos, son liberados dentro del intestino del perro y son
eliminados libres en la materia fecal. La alta prolificidad de T. hydatigena es un factor a
considerar, las fases adultas presentan un enorme potencial biético, cada proglétido gravido
produce de 25000 a 50000 huevos y cada adulto elimina de 2 a 3 proglétidos diariamente. Lo
anterior, provoca que un perro con gusanos adultos pueda contaminar el ambiente donde
vive. Los perros son muy frecuentes en las unidades de produccion y estos defecan
continuamente en los potreros, por lo que las areas donde pastorean los ovinos
potencialmente pueden estar contaminadas. En este contexto, hay que considerar que los
huevos son altamente resistentes a las condiciones ambientales, aunque son susceptibles a la
desecacion. En condiciones adecuadas, protegidos de los rayos directos del sol (proteccion
de pasto) y alta humedad pueden sobrevivir varios meses (Cordero del Campillo, 1999;
Desplazes et al., 2016).
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Patogenia

En el hospedador definitivo, cuando se fija el escolex a la pared intestinal ejerce un
efecto traumatico. Los adultos se alimentan a través de su superficie, absorben el contenido
intestinal (accion expoliatriz quiméfaga) y compiten con el hospedador por los nutrientes. La
presencia de adultos en el hospedador definitivo produce grados variables de desnutricién,
que dependen de la edad, cantidad y calidad del alimento ingerido, asi como del nimero de
gusanos que se desarrollan. Las manifestaciones clinicas generalmente son ligeras (Cordero
del Campillo, 1999).

En el hospedador intermediario, cuando las oncosferas atraviesan la pared intestinal
ejercen un efecto traumatico. Estas oncésferas, viajan por vena porta al higado y migran por
parénquima hepatico produciendo tuneles hemorragicos que posteriormente se vuelven
fibroticos. Cuando llegan a la serosa se transforman en cisticercos. Algunas oncosferas
continGan su migracion hasta la cavidad abdominal y forman cisticercos en omentos y
mesenterios (Pullin 1955; Desplazes et al., 2016). Generalmente, los niveles de infestacion
en los ovinos son bajos (Soulshy, 1982; Scala et al., 2014), sin embargo, esporadicamente se
pueden presentar infestaciones masivas con zonas hemorragicas y fibrosas en higado y
pulmoén (Perl et al., 2015). Se ha observado un aumento de proteinas séricas totales,
bilirrubina total, gama glutamiltransferasa, aspartato aminotransferasa y alanina
aminotransferasa en infecciones agudas en ovinos, lo que muestra claramente el compromiso
hepatico en los ovinos infectados (Scala et al., 2014). Un comportamiento parecido se ha
observado en caprinos, donde se ha observado un aumento de aspartato aminotransferasa,
alanino aminotransferasa y fosfatasa alcalina en suero de animales con infeccion natural
(Radfar et al., 2014). Las manifestaciones clinicas en ovinos generalmente son inespecificas
y muchas veces pasan desapercibidas (Christodoulopoulos et al., 2008), sin embargo, como
demostramos en el segundo experimento de esta tesis, se pueden producir perdidas
econdmicas que merman la productividad de los ovinos afectados. Esporadicamente se

pueden presentar muertes por hepatitis traumatica en corderos (Soulsby, 1982).

Diagnostico
En el hospedador definitivo (perros), se pueden observar en forma macroscopica la
eliminacion de progldtidos gravidos en la materia fecal. También se pueden detectar huevos
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por examenes coproparasitoscopicos de Faust. Los huevos son redondeados, miden de 30 a
40 um, con un cascaron grueso Yy radiado, en el interior se puede observar un embrion
hexacanto con seis ganchos (Alba-Hurtado, 2020). Los huevos de las diferentes especies de
Taenia y los de Echinococcus son indistinguibles, sin embargo, se pueden diferenciar por el
andlisis de su DNA (Zhu et al., 2019; Ulziijargal et al., 2020). También se pueden detectar
copro-anticuerpos en la materia fecal de perros (Desplazes et al., 1990).

En los ovinos y en general en los hospedadores intermediarios, el diagndstico se realiza
a la inspeccion sanitaria en los rastros. Por su tamafio y su morfologia, la identificacion de
los metacestodos de T. hydatigena es facil (Scala 2015; Miran et al., 2017; Ng-Nguyen et al.,
2021; Moudgil et al., 2022).
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JUSTIFICACION

En el desarrollo cada vez més especializado de la produccion ovina, se han
identificado enfermedades subclinicas que producen un impacto negativo para la produccion,
que, por ser dificilmente medibles o detectables, no son consideradas como causa de pérdidas
econdmicas. En la metacestodosis producida por larvas de T. hydatigena, es muy complicado
calcular las pérdidas econdmicas debido a que, en la mayoria de los casos, ho produce signos
clinicos evidentes (Desplazes et al., 2016). La presencia de los metacestodos en los ovinos,
convencionalmente solo se considera como un hallazgo al momento del sacrificio en el
matadero y la mayoria de los productores, asi como muchos médicos veterinarios piensan
que no tiene ninguna repercusion en la salud de los ovinos. Lo anterior, probablemente es la
razén por la que existen pocos trabajos recientes sobre la relacién hospedero-parasito de T.
hydatigena en ovinos y en general con cualquiera de sus hospedadores. En esta tesis se
presentan tres trabajos desarrollados a partir de una linea de investigacion en la que por varios
afios se ha estudiado la relacion que guarda T. hydatigena con sus diferentes hospedadores.

Se ha propuesto que los cestodos modulan la respuesta inmune del hospedador para
generar un ambiente mas permisivo en su establecimiento (Terrazas et al., 2011). Esto sugiere
que la modulacion de la respuesta inmune del huésped por parte de algunos cestodos podria
modificar positiva 0 negativamente la respuesta a otros patégenos concomitantes. En estudios
previos se ha demostrado que el CVMTh induce eosinofilia y disminuye la implantacion de
Haemonchus contortus en el abomaso de ovejas (Cuenca-Verde et al., 2011). Posteriormente,
esta disminucion de la implantacién se asocié con un aumento en el nimero de células
productoras de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e INFy en la mucosa abomasal de corderos infectados
con H. contortus (Buendia-Jiménez et al., 2015) y una fuerte sobreexpresion de citocinas que
representan los perfiles Th1 (IFNy e IL-2) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), enzimas del estrés
oxidativo (SOD1 y PRDX®6) y receptor IgE en la pared abomasal (Mufioz-Guzman et al.,
2021). Estas observaciones sugieren que el CVMTh completo o algunas de sus fracciones
podrian modificar la respuesta inmune frente a antigenos heterologos como la OVA, lo que
confirmaria su efecto inmunomodulador. Por lo anterior, en el primer trabajo presentado en

esta tesis, se evaluaron los efectos de diferentes fracciones de CVMTh (de alto, medio o bajo
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peso molecular) sobre la produccion de anticuerpos, eosindfilos en sangre, subpoblaciones
celulares y la produccion de algunas citocinas en ratas inoculadas con OVA.

La mayoria de los estudios publicados hasta el momento son observacionales, sin
embargo, existen pocos estudios donde se haga una infeccion experimental con este parasito
y ninguno de ellos, ha sido disefiado para medir el impacto de la infeccién por metacestodos
de T. hydatigena sobre diversos parametros de la produccion ovina. Se ha reportado que en
los ovinos con infeccion experimental cronica desarrollaron un aumento significativo de los
niveles séricos de diferentes enzimas hepaticas, 1o que evidencia un compromiso hepatico
(Scala et al., 2014; Cuenca-Verde et al., 2019) y sugiere que esta metacestodosis puede
producir pérdidas sutiles y continuas en la productividad. Por lo que, el objetivo del segundo
trabajo experimental presentado en esta tesis, fue evaluar el efecto de la infeccién
experimental de T. hydatigena sobre diferentes parametros productivos en ovinos.

La mayoria de los estudios en perros es sobre la frecuencia de gusanos adultos en
intestino delgado (Diaz-Castrellon, 1997; Trasvifia-Mufioz, 2020). Los estudios sobre
infecciones experimentales en perros son pocos e incompletos (Featherston, 1969; Coman
and Rickard, 1975; Gemmell et al., 1987). En ovinos, la informacion disponible es similar, la
mayoria de los reportes es sobre la frecuencia de metacestodos de T. hydatigena observada
en visceras de ovinos sacrificados en rastros y existen pocos estudios experimentales
recientes. Por lo anterior, el objetivo del tercer trabajo experimental fue determinar el
porcentaje de infeccion y el porcentaje de establecimiento de T. hydatigena en hospedadores
definitivos (perros) y hospedadores intermediarios (ovinos), asi como caracterizar una cepa

de origen mexicano. Este tercer experimento, actualmente sigue en desarrollo.
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HIPOTESIS

El CVMTh actia como inmunomodulador en ovinos por lo cual este CVMTh o

alguna de sus fracciones también podrian actuar como inmunomoduladores en ratas.

Aungue la mayoria de las infecciones por metacestodos de T. hydatigena no producen
manifestaciones clinicas caracteristicas, la migracion tisular y el dafio producido por
el parasito en higado, puede alterar en forma negativa la eficiencia productiva de los

oVvinos.
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OBJETIVOS

Caracterizar electroforéticamente en geles SDS-PAGE las bandas proteicas presentes
en diferentes fracciones de un CVMTh (de alto, medio o bajo peso molecular).

Evaluar el efecto de la administracion de diferentes fracciones de CVMTh sobre la
produccion de anticuerpos, eosindfilos en sangre, subpoblaciones celulares y la

produccion de algunas citocinas en ratas inoculadas con ovoalbimina.

Determinar el impacto de la infeccidon experimental de T. hydatigena en ovinos sobre
consumo diario de alimento, conversion alimenticia final, ganancia de peso y

condicion corporal. Asi como rendimiento y calidad de la canal al sacrificio.

Evaluar el efecto de la infeccidn experimental de T. hydatigena en ovinos sobre la
cantidad de eosinofilos en sangre, hematocrito y la concentracion sérica de algunas

enzimas hepaéticas.
Reproducir el ciclo bioldgico de T. hydatigena en perro y ovinos, para obtener

algunos parametros parasitologicos de la infeccion a partir de parasitos de origen

mexicano.
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CAPITULO I

Los concentrados vesiculares de metacestodos de Taenia hydatigena
aumentan la 1gG Anti-OVA y la produccién de algunas citoquinas en
ratas

Resumen

Se evaluaron los efectos de la administracion de cuatro diferentes fracciones de
CVMTh antes de la inmunizacion con OVA en ratas sobre diferentes pardmetros de la
respuesta inmune. La cantidad de 1gG anti-OVA por ELISA, la cantidad de eosindfilos en
sangre (ES), el porcentaje de subpoblaciones celulares por citometria de flujo (CD3+/CD4+,
CD3+/CD8+, CD3-/CD45RA+ y CD11b/c+) y la produccion de citocinas séricas mediante
inmunoensayos basados en perlas (IL-2, IL-4, INFy, IL-5, TNFa, GM-CSF, IL-17F, IL-17A,
IL-13, IL-22 e IL-6). Las ratas que recibieron CVMTh total (p<0,05) y la fraccion CVMTh
30-100 kDa (p<0,001) antes de la administracion de OVA produjeron mayores cantidades de
IgG anti-OVA que las ratas que recibieron solo OVA. Las ratas a las que solo se les
administr6 OVA mostraron un fuerte aumento de ES que se correlaciond significativamente
(r=0.72, p<0,001) con un aumento de IL-5 en la sangre. Sin embargo, las ratas que recibieron
cualquiera de las fracciones de CVMTh antes de la administracion de OVA no mostraron
estos aumentos. En general, la administracion de CVMTh 30-100 kDa antes de la
administracion de OVA aumentd (p<0.05) el porcentaje de linfocitos B, CD4 y CD8 en el
bazo y los nddulos linfaticos mesentéricos. Las ratas que recibieron fraccion total de CVMTh
y OVA mostraron un aumento (p<0.05) en IL-2, IL-17F e IL-22. Los resultados de este
estudio muestran que CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa modifican la respuesta inmune de
las ratas de forma difstinta. Las observaciones sugieren que ambas fracciones de CVMTh

tienen el potencial de usarse como adyuvantes.
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Introduccion

Algunos componentes somaticos o antigenos de secrecion-excrecion de los helmintos
pueden modificar la respuesta inmune de sus hospedadores (Pedn et al., 2016). Se ha
propuesto que los cestodos modulan la respuesta inmune del huésped para generar un
ambiente mas permisivo para su establecimiento (Terrazas et al., 2011). La infeccion con
metacestodos de Taenia crassiceps en ratones induce un aumento de los estrégenos séricos
y una disminucién de la testosterona sérica (Larralde et al., 1995). Previamente, se estudiaron
los efectos de la testosterona, la dihidrotestosterona y el 17p-estradiol en ratones castrados
de ambos sexos infectados con cisticercos de Taenia crassiceps (Morales-Montor et al,
2002). Estos autores demostraron que la castracion y el tratamiento con testosterona o
dihidrotestosterona antes de la infeccion disminuyeron la carga parasitaria en un 50 y un
70%, respectivamente, mientras que el tratamiento con 17p-estradiol la aumento tres veces
en ambos sexos, en comparacion con los ratones testigo. La proliferacion especifica de
esplenocitos y la produccion de IL-2 e IFN-y se redujeron en ratones infectados castrados de
ambos sexos, mientras que el tratamiento con testosterona o dihidrotestosterona produjo un
aumento en la proliferacion de esplenocitos y una mayor produccion de IL-2 e IFN-y. Por
otro lado, la respuesta humoral no se vio afectada con la restitucion de testosterona o
dihidrotestosterona, mientras que el tratamiento con estradiol en ambos sexos aumenté los
niveles de IgG anticisticerco, asi como la produccién de IL-6 e IL-10. Esto sugiere que la
modulacion de la respuesta inmune del huésped por parte de algunos cestodos podria
modificar intensificando o disminuyendo la respuesta a otros patégenos concomitantes.

En estudios previos realizados se demostro que el CVMTh induce eosinofilia y
disminuye la implantacion de Haemonchus contortus en el abomaso de ovejas (Cuenca-
Verde et al., 2011). Posteriormente, esta disminucién de la implantacion se asocié con un
aumento en el nimero de células productoras de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e INFy detectadas
por inmunohistoquimica en el abomaso de corderos infectados con H. contortus (Buendia-
Jiménez et al. ., 2015), y una fuerte sobreexpresion de citocinas que representan los perfiles
Thl (IFNy e IL-2) y Th2 (IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10), enzimas del estrés oxidativo (SOD1 y
PRDX6) y receptor IgE en la pared de la regidn fandica abomasal (Mufioz-Guzman et al.,
2021). Otros autores observaron que algunas fracciones de Taenia crassiceps tienen efectos

diferenciados sobre la activacion de células de respuesta inmune in vitro (Terrazas et al.,
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2010). Estas observaciones sugieren que el CVMTh completo o algunas de sus fracciones
podrian modificar la respuesta inmune frente a antigenos heterélogos como la OVA, lo que
confirmaria su efecto inmunomodulador.

Por lo tanto, en este estudio se separaron y caracterizaron electroforéticamente en geles SDS-
PAGE las bandas proteicas presentes en tres diferentes fracciones (de alto, medio o bajo peso
molecular) de un CVMTHh, posteriormente, evaluaron los efectos de las fracciones sobre la
produccion de anticuerpos, eosindfilos en sangre, subpoblaciones celulares y la produccion

de algunas citocinas en ratas inoculadas con OVA.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 70 ratas machos Wistar (Rattus norvegicus), de 9-10 semanas de edad,
con un peso entre 200 y 250 g. Las ratas se alojaron el bioterio de la Unidad de Investigacién
Multidisciplinaria de la FES-Cuautitlan. Estas ratas se mantuvieron en jaulas de
polipropileno con capacidad para 5 ratas, la temperatura ambiental se mantuvo a 22 + 2 °C,
la humedad relativa se mantuvo entre 30 y 70 % y se mantuvo un ciclo de luz/oscuridad de
12/12 h. Las ratas fueron alimentadas con alimento comercial para roedores (LabDiet 5001)
y agua ad libitum. Este estudio fue aprobado por el Comité Interno de Cuidado de Animales
de Experimentacion del Programa de Posgrado en Produccién y Sanidad Animal de la
UNAM, México (aprobacion nimero CICUAE-FESC C18 12).

Fracciones CVMTh

El CVMTh completo (CVMTh total) se obtuvo modificando la técnica descrita por
Cuenca-Verde et al. (2011). Se colectaron metacestodos de T. hydatigena de ovejas de un
rastro cercano. Se obtuvo el liquido vesicular por puncion de los metacestodos. Se
adicionaron 100 pL de una mezcla de inhibidores de proteasa (AEBSF a 23 mM, EDTA a
100 mM, Bestatinaa 2 mM, Pepstatina Aa 0.3 mM y E-64 a 0.3 mM, Sigma-Aldrich, P8465)
por cada 20 mL de liquido vesicular. La mezcla se filtrd con papel Whatman 1 y Millipore
0.22 pm.
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El CVMTh total se coloc6 en una unidad de filtracion con poro de exclusion de 100
kDa (Ultracell-100K Amicon®) y se centrifugd a 2500 gravedades (g) durante una hora a 4
°C. El concentrado obtenido de la parte superior de la unidad de filtracion se identifico como
CVMTh >100 kDa. El filtrado previamente obtenido se colocé en una segunda unidad de
filtracion con poro de exclusion de 30 kDa (Ultracell-30K Amicon®) y se centrifugd a 2500
g durante una hora a 4 °C. De la parte superior de esta segunda unidad de filtracion se obtuvo
una segunda fraccion, que se identifico como CVMTh 30-100 kDa. El filtrado obtenido de
la segunda unidad se concentr6 usando una tercera unidad de filtro con un poro de exclusion
de 10 kDa (Ultracell-10K Amicon®) y se identificd como la fraccion CVMTh 10-30 kDa.
La integridad de las fracciones CVMTh se evalu6 mediante SDS-PAGE utilizando una
camara de celda de electroforesis Mini-PROTEAN Il (Bio-Rad®) y geles de acrilamida al
12 % a 100 V y 120 mA durante 2 h (Figura 2). La cantidad de proteina de cada concentrado
o fraccion se midi6 por el método de Bradford (1976).

Conteo de eosinofilos en sangre (ES)

El conteo se realizé segun la técnica de Hohenhaus et al. (1998) y modificada por
Cuenca-Verde et al. (2011). Se tomaron muestras de sangre con jeringas insulinicas de la
vena caudal de las ratas y se transfirieron inmediatamente a viales con EDTA. Se utiliz6 una
dilucion de sangre de 1:10 con una solucion de Carpentier (formaldehido al 40% y eosina Y
al 1%). Los ES se contaron en una cadmara de Neubauer y los resultados se expresaron como

nimero de ES por mm?3 de sangre.

Anticuerpos Anti-OVA

Se realizo una ELISA-1gG usando OVA (Difco Labs, No cat. 0255-7) modificando
la técnica descrita por Gonzalez-Garcia et al. (2017). Brevemente, previamente a los ELISA
se estandarizé la concentraciéon de OVA (10 pg de proteina/mL), la dilucion de suero de rata
(1:100) y la dilucion de anticuerpo 1gG de cabra anti-rata conjugado con peroxidasa (1:7500)
(Serotec, No. 250612 ). Los valores de absorbancia se leyeron a una longitud de onda de 492
nm. Simultdneamente, se analizaron dos pozos de control sin OVA para cada suero. El valor

obtenido de estos pocillos de control se sustrajo del valor de los pocillos con OVA para
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eliminar la reaccién colorimétrica inespecifica. Se promediaron los resultados de los dos

pocillos y se expresaron como porcentaje de absorbancia especifica (%Abs).

Cuantificacion de subpoblaciones celulares

Las subpoblaciones celulares se midieron por citometria de flujo segun la técnica descrita
por Del-Rio-Araiza et al. (2018). Se obtuvieron células de bazo y nddulos linfaticos
mesentéricos (NLM), y se utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales: AF 488 anti-
rata CD3 (Biolegend®, clon 1F4), APC anti-rata CD4 (Biolegend®, clon W3/25), PE anti-
rata CD8a (Biolegend®, clon OX-8), PE anti-rata CD45RA (Biolegend®, clon OX-33) y
biotina anti-rata CD11b/c (Biolegend®, clon OX-42). CD11b/c se revel6 con PE/CY5
estreptavidina (Biolegend®). Todas las muestras se analizaron con un FACS Calibur (BD,
Biosciences, EE. UU.) y los datos se analizaron con el software FlowJo v10.0. Este proceso
se realizd en el Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo (LabNalCit) del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

Cuantificacion de citocinas

Las citocinas se cuantificaron en suero de rata utilizando inmunoensayos basados en
perlas y perlas codificadas por fluorescencia y se analizaron mediante citometria de flujo
utilizando un FACSAria Fusion (BD®). El kit LEGENDplex™ Rat Th Panel (Biolegend®),
que incluye la cuantificacion de IL-2, IL-4, INFy, IL-5, TNFoa, GM-CSF, IL-17F, IL-17A,
IL-13, IL- 22 e IL-6. Los ensayos se realizaron siguiendo las instrucciones proporcionadas
por el fabricante y los datos se expresan como la intensidad media de fluorescencia (IMF).
El andlisis de datos se realizd utilizando el software FlowJo vx (tree star). Este proceso se
realizé en el Laboratorio Nacional en Salud, Diagnostico Molecular y Efecto Ambiental en

Enfermedades Crdnico-Degenerativas, de la FES-Iztacala de la UNAM.
Disefio experimental

Las ratas se distribuyeron en 7 grupos (n=10/grupo). Los tratamientos realizados en

cada grupo se muestran en el cuadro 1.
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Cuadro 1.- Tratamientos aplicados a las ratas de los diferentes grupos.

Grupo Dias antes del desafio? Dia de Dia de la
desafio® Eutanasia
(n=10) 6 2 (n=5)

5

S e 30

5

2 e I OVA i

3 CVMTh total CVMThtotal | ----mmmmmmmm- 350

4 CVMTh total CVMTh total OVA 350

5 CVMTh >100 kDa CVMTh >100 kDa OVA 350

6 CVMTh 30-100 kDa | CVMTh 30-100 kDa OVA 350

7 CVMTh 10-30 kDa | CVMTh 10-30 kDa OVA 350

CVMTh: Concentrado vesicular de metacestodos de T. hydatigena.
& Cada rata recibi6 intraperitonealmente 14 ug de la fraccion de CVMTh respectiva.
b Cada rata recibi6 intraperitonealmente 30 pg of ovalbumina (OVA).

Las muestras de sangre se colectaron directamente de la vena caudal. En los dias -7,
0 (desafio con OVA), 5, 15, 20 y 30 del experimento, en estos se contaron los ES en todas
las ratas. El dia 30, se midieron los anticuerpos IgG anti-OVA mediante ELISA. Se
sacrificaron cinco ratas de cada grupo los dias 5 y 30 del experimento, y del total se
recogieron el bazo y el NLM para medir los porcentajes de células CD3+/CD4+,
CD3+/CD8+, CD3-/CD45RA+ y CD11b/c+ mediante citometria de flujo.

En los dias 0, 5 y 30, se midié IMF mediante los inmunoensayos basados en perlas
de IL-2, IL-4, INFy, IL-5, TNFa, GM-CSF, IL-17F, IL-17a, IL-13, IL -22 e IL-6 en suero.
Por el nimero de muestras que se podian evaluar con el kit LEGENDplex™ Rat Th Panel
solo se evalué la IMF en los grupos 1, 2, 4 y 6. El criterio para seleccionar estos grupos fue
que los grupos 1 y 2 fueron testigos, y los grupos 4 y 6 presentaron una respuesta tipo para

la produccidn de anticuerpos anti-OVA.
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Anélisis estadistico

Todos los datos se informan como media + error estdndar. La media de datos de %Abs, AUC
de ES, porcentajes de subpoblaciones celulares asi como el IMF de citocinas se analizaron
mediante ANOVA unidireccional y prueba de Fisher para comparaciones entre las medias.
Se calculé la correlacion entre %Abs, ES, porcentajes de subpoblaciones celulares y IMF de
citocinas. Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el software Statistics for
Windows 7.0.

Resultados

En la figura 1 se muestran los patrones de bandas proteicas de las diferentes fracciones
de CVMTh observadas en geles SDS-PAGE y en el cuadro 1. El peso molecular calculado
de estas bandas. En el CVMTh total se observaron 11 bandas (141, 103, 79, 68, 60, 41, 28,
20, 12, 10 y 9 kDa), en el CVMTh>100kDa 3 bandas (140, 79 y 68 kDa), CVMTh 30-100
kDa 3 bandas (103, 79 y 68) y en el CVMTh 10-30 kDa 4 bandas (20, 12, 10 y 9 kDa).

Debido a que los Grupos 3, 5y 7 no mostraron diferencias significativas (p>0.05) en
ninguna de las medias de ES, porcentaje de absorbancia (%Abs), subpoblaciones celulares o
IMF de citocinas en comparacion con las obtenidas de las ratas del Grupo 2 (desafio control
OVA), en esta tesis solo se muestran los resultados obtenidos en las ratas de los grupos 1, 2,
4y6.

En la figura 2, se muestra el %Abs de anticuerpos anti-OV A en las ratas de los grupos
1, 2,4y 6, 30 dias despues del desafio con OVA. Las ratas del grupo 6 presentaron mayor
%Abs que las ratas de los grupos 1 (p<0.01), 2 (p<0.01) y 4 (p<0.05). Las ratas de grupo 4
presentaron mayor %Abs que las ratas de los grupos 1 y 2 (p<0.06). No se observaron
diferencias (p>0.05) entre el resto de los grupos.

En la figura 3 se muestran las cinéticas de ES de las ratas con diferente tipo de
tratamiento. En el cuadro 2 se presenta el AUC de ES de las ratas en los diferentes grupos.
El AUC de los grupos 1, 2, 4 y 6 presentaron diferencias significativas entre ellos (p<0.01).

Las ratas del Grupo 6, sacrificadas los dias 5 y 30 del experimento, mostraron un
mayor porcentaje (p<0.05) de células CD3+/CD4+ (linfocitos T CD4) y células CD3+/CD8+
(linfocitos T CD8) en el bazo y NLM que el resto del grupo (Figura 4). Las ratas del Grupo

6, sacrificadas el dia 30 del experimento, mostraron un mayor porcentaje (p<0.05) de células
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CD3-/CD45RA+ (linfocitos B) en el NLM que el resto de los grupos, no se observaron
diferencias (p>0.05) en células de bazo. No se observaron diferencias (p>0.05) de células
CD3-/CD45RA+ (linfocitos B) en el bazo y NLM entre los diferentes grupos el dia 5 del
experimento. En bazo y NLM no se observaron diferencias (p>0.05) en el porcentaje de
células CD11bc+ (macrdfagos) entre los diferentes grupos que fueron sacrificados los Dias
5y 30 del experimento.

En el Dia 5 del experimento, las ratas del Grupo 2 mostraron un IMF mas alto
(p<0.03) de IL-5 sérica en comparacion con las ratas de los Grupos 1, 4 y 6 (Figura 5A). No
se observaron diferencias entre el IMF de IL-5 sérica media entre las ratas de los diferentes
grupos el dia 30 del experimento.

Las ratas del Grupo 4 sacrificadas el dia 30 del experimento mostraron un IMF mas
alto de IL-2 sérica (p<0.01), IL-17 (p<0.05) e IL-22 (p<0.05) en comparacion con los grupos
1,2y6 (Figuras 5C, 5E y 5F, respectivamente). Las ratas del Grupo 4 que fueron sacrificadas
el dia 30 del experimento mostraron un IMF de IL-4 sérica mas alto (p<0.04) que los Grupos
1y 2 (Figura 5B). No se observaron diferencias (p>0.05) en el IMF de IL-4 sérica entre los
diferentes grupos el dia 5 del experimento.

Las ratas del Grupo 4 sacrificadas el dia 30 del experimento mostraron un IMF
superior (p<0.04) de IL-6 sérica en comparacion con las ratas del Grupo 1 (Figura 5D). No
se observaron diferencias (p>0.05) entre las medias de IMF de IL-2, IL-22, IL-17, IL-4 0 IL-
6 en suero entre las ratas de los diferentes grupos en el dia 5 del experimento.

Las correlaciones mas importantes fueron ES con IL-5 (r=0.72, p<0.001); %Abs de
IgG anti-OVA con células B (r=0.59, p<0.03); %Abs de 1gG anti-OVA con IMF de IL-4
(r=0.6, p<0.01) y %Abs de IgG anti-OVA con IMF de IL-6 (r=0.55, p<0.03).
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Figura 2. Patrones de bandas proteicas contenidas en: la fraccién (1) Concentrado Vesicular de Metacestodos
de Taenia hydatigena total (CVMTh total); (2) fraccion del Concentrado Vesicular de Metacestodos de Taenia
hydatigena mayor de 100 kDa (CVMTh >100 kDa); (3) fraccion del Concentrado Vesicular de Metacestodos
de Taenia hydatigena mayor de 30 y menor de 100 kDa (CVMTh 30-100 kDa); y (4) fraccion del Concentrado
Vesicular de Metacestodos de Taenia hydatigena mayor de 10, menor de 30 kDa (CVMTh 10-30 kDa). (MPM)
marcador de peso molecular en SDS-PAGE tefiido con nitrato de plata.
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Peso molecular (kDa) calculado de las bandas proteicas contenidas en las
fracciones del concentrado vesicular de metacestodos de Taenia hydatigena
(CVMTh)

CVMTh total CVMTh>100kDa CVMTh 30-100kDa  CVMTh 10-30 kDa
141 140
103 103
79 79 79
68 68 68
60
41
28
20 20
12 12
10 10
9 9

Cuadro 2. Peso molecular calculado de las proteinas contenidas en: la fraccion Concentrado
Vesicular de Metacestodos de Taenia hydatigena total (CVMTh total); la fraccién del Concentrado
Vesicular de Metacestodos de Taenia hydatigena mayor de 100 kDa (CVMTh >100 kDa); la fraccion
del Concentrado Vesicular de Metacestodos de Taenia hydatigena mayor de 30 y menor de 100 kDa
(CVMTh 30-100 kDa); y la fraccién del Concentrado Vesicular de Metacestodos de Taenia
hydatigena mayor de 10 y menor de 30 kDa (CVMTh 10-30 kDa).
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Figura 3. Porcentaje de absorbancia (%Abs), (xEE) de la IgG sérica anti-OVA. Grupo 1: ratas de
testigo; Grupo 2: ratas inmunizadas con una sola dosis de ovoalbimina (OVA); Grupo 4: ratas
inoculadas con CVMTh total antes de la inmunizacién con OVA y Grupo 6: ratas inoculadas con
CVMTh 30-100 KD antes de la inmunizacion con OVA. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre las medias (P<0.05).
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Grupo AUC £ DS

1 3433+ 7702
2 10638 + 2896 ©
+ 7476x1715¢
6 44394656 4

Cuadro 3. Promedio (+ DS) del AUC de eosindfilos sanguineos. Grupo 1: ratas trestigo; Grupo 2:
ratas inmunizadas con una sola dosis de ovoalbimina (OVA); Grupo 4: ratas inoculadas con CVMTh
total antes de la inmunizacion con OVA y Grupo 6: ratas inoculadas con CVMTh 30-100 KD antes
de la inmunizaciéon con OVA. Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias
(p<0.01).
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Figura 4. Promedio del conteo semanal de eosinéfilos sanguineos (+EE) en ratas del Grupo 1: ratas
testigo; Grupo 2: ratas inmunizadas con una sola dosis de ovoalbumina (OVA); Grupo 4: ratas
inoculadas con CVMTh total antes de la inmunizacion con OVA y Grupo 6: ratas inoculadas con
CVMTh 30-100 KD antes de la inmunizacién con OVA. Todos los grupos con n=>5.

*indica diferencias (p<0.05) entre el Grupo 2 y los demés grupos.

33



80 - b 80 -

b
eo{ @ a 2 i 60{ a ﬁ—

Células CD3+/CD4~+ (%)
&
5

0 I I I I 0 1 | | |])
5 W b
< a o e
=30{ * 30+ & A
O iL A T %
| a
& 201 . a 20 —Ne— ~

L ]

if: 10 °¢° % f 10-
(@]

0 1 1 Ll IB o 1 1 1 IE

b
= 405 a 40+ 3 a
£7] a B = a
i i e N I 8 + + |
& 30- 30- <
E
C o0 -2 . 20 a
5 :
& 104 10-
-
. 0 C 0 K
1 2 4 6 1 2 4 6

Figura 5. Porcentaje (xEE) de linfocitos T CD4 (CD3+/CD4+), T CD8 (CD3+/CD8+) o0 B (CD3-
/CD45RA+) en nddulo linfatico mesentérico (a, b y ¢) y bazo (d, e y f). Grupo 1: ratas testigo; Grupo
2: ratas inmunizadas con una sola dosis de ovoalbimina (OVA); Grupo 4: ratas inoculadas con
CVMTh total antes de la inmunizacion con OVA,; y Grupo 6: ratas inoculadas con CVMTh 30-100
KD antes de la inmunizacion con OVA. Las mediciones se realizaron el dia 30 del experimento.
Todas las ratas fueron sacrificadas el dia 30 del experimento.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (p<0.05).
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Figura 6. Porcentajes (EE) de IMF de IL-5 (A), IL-4 (B), IL-2 (C), IL-6 (D), IL-17 (E) e IL- 22 (F)
en suero. Grupo 1: ratas testigo; Grupo 2: ratas inmunizadas con una sola dosis de ovoalbimina
(OVA); Grupo 4: ratas inoculadas con CVMTh total antes de la inmunizacion con OVA, y Grupo 6:
ratas inoculadas con CVMTh 30-100 KD antes de la inmunizacién con OVA. Las mediciones se
realizaron en los dias 5 (a) 0 30 (b-f) del experimento.

Letras diferentes indican diferencias significativas entre las medias (p<0.05).
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Discusion

Se ha demostrado que algunos parasitos pueden regular el establecimiento de otros
parasitos dentro del huésped, probablemente modulando la respuesta inmunitaria (Yacob et
al., 2008). En este contexto, se ha demostrado que algunos cestodos modulan la respuesta
inmune del huésped para generar un ambiente mas favorable para su establecimiento y/o
mantenimiento (Larralde et al., 1995). Esto podria modificar los microambientes del huésped
para el establecimiento de otros parasitos. En tres estudios anteriores, hemos demostrado que
la administracion de CVMTh reduce la implantacion de gusanos H. contortus adultos en el
abomaso de los corderos, lo que se asocié con cambios en algunos tipos de células y la
expresion de algunas citocinas en el abomaso (Cuenca-Verde et al., 2011; Buendia-Jiménez
et al., 2015; Mufioz-Guzman et al., 2021). Por lo tanto, se propuso que CVMTh podria ser
un potenciador de la respuesta a través de la modulacion de la respuesta inmunitaria. Los
resultados obtenidos en este estudio muestran claramente que la CVMTh total y la fraccion
CVMTh 30-100 kDa potencian la produccién de anticuerpos anti-OVA asi como algunas
citocinas y modifican diferentes subpoblaciones celulares.

La OVA es un antigeno proteico inmunogénico debil, y la administracion de una dosis
Unica en ratas induce la produccion de bajas cantidades de 1gG anti-OVA, pero cuando se
administra junto con algunos compuestos quimicos que actian como adyuvantes, induce un
fuerte aumento de IgG -anti-OVA especifico. Por lo tanto, ha sido ampliamente utilizado
como modelo en la evaluacion de posibles adyuvantes de la respuesta inmune
(Chandrashekar y Venkatesh, 2012; Wusiman et al., 2019; Algahtani et al., 2020). En este
trabajo, se observd que la administracion de dos dosis de CVMTh total y CVMTh 30-100
kDa antes de la inmunizacion con OVA indujo una produccion de IgG anti-OVA mucho
mayor que la inmunizacion con una sola dosis de OVA en ratas. Estos resultados muestran
claramente el efecto potenciador del CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa para la produccion
de anticuerpos y su probable efecto adyuvante.

El CVMTh total es una mezcla compleja de proteinas y otras moléculas. En este
estudio, separamos diferentes fracciones de esta mezcla y cada fraccion tuvo un
comportamiento diferente. El efecto estimulante de la produccion de anticuerpos solo estaba
presente en CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa, por lo que se puede deucir que este efecto
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lo producen algunas de las moléculas que se encuentran en estas fracciones. EIl CVMTh 30-
100 kDa produjo una mayor cantidad de anticuerpos que el ThLVC total; por lo tanto, las
moléculas que estan en el rango de 30-100 kDa son probablemente las principales moléculas
responsables de este efecto inmunoestimulador.

Se ha demostrado que muchas infecciones parasitarias inducen eosinofilia en sus
huéspedes (Mitre y Klion, 2021). En estudios previos realizados se observé que la
administracion del CVMTh total en corderos, induce una fuerte eosinofilia que se prolonga
durante varias semanas (Cuenca-Verde et al., 2011; Buendia-Jiménez et al., 2015; Mufioz-
Guzman et al.., 2021). La OVA es una glicoproteina de 385 aminoacidos de ~45 kDa y
aproximadamente 3% de carbohidratos (Mine y Yang, 2007).

Esta glicoproteina es un potente alérgeno (Adamko et al., 1999; Saldanha et al., 2004).
La administracion por via aérea o sistémica induce un aumento de eosindfilos en sangre y
pulmones, por lo que ha sido ampliamente utilizado en modelos experimentales de asma
(Hogan et al., 2003; Kumar et al., 2008). En este estudio, se observo que la administracion
de OVA por via intraperitoneal indujo un fuerte aumento de ES que se correlaciond
significativamente con un aumento de IL-5 en sangre; sin embargo, la administracion previa
de CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa inhibié ambos aumentos, lo que indica claramente
que ambas fracciones tienen efectos reguladores a la baja en algunos elementos de la
respuesta inmune. Esto contrasta fuertemente con el modelo experimental de ovejas, donde
la administracion de CVMTh total produjo eosinofilia y aumento de la expresion de IL-5
(Cuenca-Verde et al., 2011; Mufioz-Guzman et al., 2021). EI aumento de la produccién de
anticuerpos anti-OVA especificos, al mismo tiempo que la inhibicion de la eosinofilia y la
IL-5 en sangre, en ratas previamente tratadas con CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa, no
es consistente con una respuesta clasica de Th2 observada en otros modelos parasitarios.

En general, se considera que los linfocitos CD4 (CD3+/CD4+) tienen una funcion
reguladora basada en la produccion de citoquinas y dirigen la respuesta inmune a través de
diferentes vias: Th1l, Th2 y Th17. Los linfocitos CD8 (CD3+/CD8+) son células efectoras
cuya accion principal es el ataque citotoxico a los patogenos intracelulares mediante la
induccion de la apoptosis y, en menor medida, la regulacion mediante la produccion de
algunas citocinas (Janeway et al., 2008). En este estudio se observo que la administracion de
CVMTh 30-100 kDa previa a la administracion de OVA aumento el porcentaje de linfocitos
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CD4 y CD8 en bazo y NLM respecto al resto de grupos. Este hallazgo indica que las
moléculas de esta fraccion inducen una amplia activacion de los linfocitos T.

Los linfocitos B (CD3-/CD45RA+) son precursores de las células plasmaticas
productoras de anticuerpos (Jensen et al., 1992). La administracion de CVMTh 30-100 kDa
antes de la administracion de OVA aumentd la proporcion de linfocitos B, lo que se
correlaciono significativamente con una mayor produccién de IgG anti-OVA, sin embargo,
en el grupo de ratas que recibieron CVMTh 30-100 kDa, estos aumentos no se relacionaron
con una mayor produccion de IL4 e IL6, lo que sugiere que esta fraccion indujo la produccién
de anticuerpos independiente a estas citocinas o que se produjo el aumento de estas citocinas
antes del dia 30, por lo que no se detecto en este estudio.

En la respuesta Th17, hay un aumento de IL-17A, IL-17F, IL-21 e IL-22. IL-17A e
IL-17F forman un homodimero o heterodimero que activa el receptor de IL-17 (Korn et al.,
2009). La respuesta Th17 se ha asociado con una fuerte activacion de los neutrofilos, lo que
la hace mas eficiente para matar patdgenos invasores extracelulares, principalmente hongos
y bacterias. En las infecciones virales y parasitarias, el papel de las respuestas Th17 es menos
claro, e incluso se ha informado que la IL-17 es dafiina para el huésped. Ademas, la respuesta
Th17 se ha asociado con enfermedades autoinmunes y aumento de la inflamacién cronica
(Van De Veerdonk et al., 2009; Deng et al., 2019). En este estudio, la administracion de
CVMTh total y OVA indujo un aumento en IL-17F e IL-22 el dia 30 del experimento, pero
no el dia 5, por lo que probablemente indujeron una activacion tardia de la respuesta Th17.
Aungue no se pueden determinar las posibles implicaciones de esta activacion, esta claro que
la combinacion de CVMTh total y OVA modifica la respuesta inmune hacia una respuesta
Th17.

Los resultados de este estudio muestran que CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa
modifican la respuesta inmune de forma diferenciada en las ratas. Ambas fracciones
inhibieron la eosinofilia y la produccion de IL-5 producida por la administracion de OVA en
ratas. EI CVMTh 30-100 kDa activo fuertemente la produccion de anticuerpos anti-OVA
especificos y la proliferacion de linfocitos T y B. EI CVMTh total aumenté moderadamente
los anticuerpos anti-OVA especificos y la activacion de una respuesta Th1l7. Aunque se
requieren mas estudios para confirmar dichas observaciones, los resultados sugieren que

ambas fracciones de CVMTh tienen potencial para usarse como adyuvantes.
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CAPITULO 11

Pérdidas productivas asociadas a infeccion experimental

subclinica con Taenia hydatigena en ovinos

Resumen

Se evaluo el efecto de la infeccion experimental por metacestodos de Taenia
hydatigena sobre diferentes parametros productivos en ovinos. Se utilizaron diecisiete
corderos machos Columbia distribuidos en tres grupos. Los corderos del primer grupo
(n=5) fueron inoculados por via oral con 1000 huevos de T. hydatigena (dosis baja).
Los corderos del segundo grupo (n=5) fueron inoculados por via oral con todos los
huevos (50000 aproximadamente) contenidos en el Gltimo proglotido de un cestodo
adulto (dosis alta). Los corderos del tercer grupo (n=7) solo recibieron un placebo y
se usaron como grupo testigo. Todos los corderos fueron sacrificados
humanitariamente en la semana 13 después de la infeccion y se evaluaron el
rendimiento y la conformacion de la canal.

Las tasas de infeccidn de los corderos del grupo infectado con dosis alta y del
grupo infectado con dosis baja fueron del 100 % y 40 %, respectivamente, con una
media de 2.4+0.6 y 1+0.7 metacestodos de T. hydatigena en la cavidad abdominal,
respectivamente. El area bajo la curva (AUC) de la puntuacién de la condicién
corporal (p<0.001), la ganancia de peso (p<0.1) y el rendimiento de la canal (p<0.1)
fueron menores en los corderos del grupo infectado con dosis alta que en los corderos
del grupo testigo. EI consumo de alimento (p<0.1), la conversion alimenticia final
(p<0.1), el AUC del recuento de eosindfilos (p<0.001) y los niveles de fosfatasa
alcalina (FA) sérica (p<0.001) fueron mayores en los corderos de la dosis alta que en
los corderos del grupo control. Se describieron las lesiones observadas en el higado
de corderos infectados. El estudio multivariado (MANOVA) considerando las

variables productivas mostro un efecto altamente significativo de la infeccion
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(p<0.0001). El aumento de la FA sérica es consecuencia del dafio hepético que tuvo
una fuerte correlacion negativa (r=-0.63, p<0.007) con la condicién corporal de los
corderos. A pesar de estos hallazgos, no se presentaron manifestaciones clinicas
obvias en ninguno de los corderos infectados. En general, no se observaron diferencias
entre los corderos del grupo control y los corderos del grupo infectado con dosis baja
en los parametros evaluados.

Los resultados de este estudio, muestran que la infeccion de metacestodos de
T. hydatigena, produce de forma subclinica una disminucién de la eficiencia
productiva, alteraciones de algunos valores hematoldgicos y bioquimicos, y un ligero
deterioro en el aspecto general de los corderos infectados. Los aspectos anteriores rara
vez son detectados por la mayoria de los ganaderos, pero tienen un impacto negativo

en la productividad de los corderos infectados.

Introduccion

Los perros son los hospedadores definitivos més frecuentes de Taenia hydatigena, los
rumiantes, cerdos y equinos son los hospedadores intermediarios mas importantes. Los
perros se infectan cuando ingieren tejidos con metacestodos de T. hydatigena, los cuales se
desarrollan a cestodos adultos en su intestino delgado. Los perros infectados eliminan
proglétidos gravidos o huevos en heces, en el ambiente, los proglotidos liberan una gran
cantidad de huevos que contaminan los pastizales (Cordero del Campillo M et al, 1999). Los
ovinos se infectan por la ingestién de huevos junto con el pasto. En los ovinos, los
metacestodos se localizan principalmente en cavidad abdominal adheridos al omento,
mesenterio, peritoneo y capsula hepatica.

En el desarrollo cada vez mas especializado de la produccion ovina, se han
identificado enfermedades subclinicas que producen un impacto negativo para la produccion,
que, por ser dificilmente medibles o detectables, no son consideradas por los productores
como causa de pérdidas econdmicas. Tal es el caso por ejemplo de las micotoxicosis,
paratuberculosis, linfadenitis caseosa y la presencia de moscas en los corrales, en las que se

comprendié su verdadero impacto econdmico hasta que se midid en estudios ex profeso su
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efecto en la produccion (Whittington and Sergeant, 2001; Ruiz et al., 2007; Malik et al.,
2007; Zain, 2011).

En la metacestodosis producida por larvas de T. hydatigena, es muy complicado
calcular las pérdidas econémicas debido a que en la mayoria de los casos, no produce signos
clinicos evidentes (Desplazes et al., 2016). La presencia de los metacestodos en los ovinos,
convencionalmente solo se considera como un hallazgo al momento del sacrificio en el
matadero y la mayoria de los productores piensan que no tiene ninguna repercusion en la
salud de los ovinos.

La mayoria de los estudios publicados hasta el momento son observacionales y en
algunos se ha intentado calcular en forma indirecta el impacto econémico de la infeccion por
metacestodos de T. hydatigena (Scala et al., 2015; Anteneh et al., 2011; Jahed Khaniki et al.,
2013; Mohammed and Kadir, 2020), sin embargo, existen muy pocos estudios donde se haga
una infeccion experimental con este parasito y ninguno de ellos ha sido disefiado para medir
el impacto de la infeccion cronica por metacestodos de T. hydatigena sobre diversos
parametros de la produccidn ovina. Recientemente, se reportd que los ovinos con infeccién
experimental cronica desarrollaron eosinofilia y aumento significativo de los niveles séricos
de la aspartato amino transferasa (AST) y fosfatasa alcalina (FA) que evidenciaron un
compromiso hepatico (Cuenca-Verde et al., 2019). Lo anterior sugiere que esta
metacestodosis puede producir pérdidas sutiles y continuas en la productividad. El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de la infeccion experimental de T. hydatigena sobre

diferentes parametros productivos en ovinos.

Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron 17 corderos machos de la raza Columbia de aproximadamente seis
meses de edad y con un promedio de 30 kg de peso. Todos los corderos se mantuvieron en
corraletas con piso de concreto (3.5 X 3.5 metros) en los corrales de posgrado de la FES-
Cuautitlan. EI alimento se ofrecié en comederos metalicos y consistié en una mezcla con
50% de concentrado comercial para borregos de engorda intensiva “San Mateo” (15%

proteina cruda, humedad maxima 10%, grasa 3%, ceniza 5%, fibra cruda 10% y extracto libre
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de nitrégeno 57%) y 50% de alfalfa achicalada molida. El agua se ofrecié ad libitum en
bebederos automaticos de pivote.

Para la obtencidn de huevos de T. hydatigena se utilizo un perro macho de 6 meses
de edad de raza no definida. El perro se desparasitdé y se verifico por pruebas
coproparasitoscopica de Faust que estuviera libre de parasitos intestinales (Alba-Hurtado,
2020). Se mantuvo en una corraleta individual (3 X 3.2 m), en contacto visual con otros
perros. La alimentacion consistié en alimento comercial balanceado para cachorro con 23%
de proteina cruda y agua ad libitum. Este estudio fue aprobado por el Comité Interno de
Cuidado de Animales de Experimentacion del Programa de Posgrado en Produccion y
Sanidad Animal de la UNAM, México (aprobacién nimero pC21_05).

Parasitos

La cepade T. hydatigena utilizada en este estudio se ha mantenido por pases sucesivos
perro-ovino en la FES-Cuautitlan. Los metacestodos originales se obtuvieron a partir de
ovinos sacrificados en un rastro cercano (Tlalnepantla, edo México). A partir de ovinos
infectados con esta cepa, se seleccionaron metacestodos con movimiento en el escélex, con
tamafio de 4-6 cm y que estuvieran adheridos al omento mayor o a la capsula hepéatica. Se
infectdé por via oral un perro de 4 meses de edad con 6 metacestodos. El periodo de
prepatencia fue de 74 dias. El perro fue eutanasiado en forma humanitaria el dia 90
posinfeccion (PI) y se recuperaron 6 cestodos adultos. Los gusanos adultos se midieron, se
verificaron las caracteristicas morfoldgicas del escolex y numero de ramificaciones uterinas
de los proglétidos gravidos, en todos los casos correspondieron a los descritos para T.
hydatigena (Edwards and Herbert, 1981).

Preparacion del Inoculo

Para la obtencién del inoculo en los corderos, el Ultimo proglétido gravido de cada
cestodo adulto fue separado e inmediatamente colocado sobre 10 gramos de alimento
comercial balanceado para ovino, se verifico la expulsion de huevos del proglétido sobre el
alimento. Cada inoculo fue administrado oralmente a cada cordero del grupo inoculado con
alta dosis. EI ultimo proglotido del sexto cestodo adulto, se coloco en una caja Petri con PBS

con pH 7.4, se verifico la expulsion de huevos, se contaron y se diluyeron para obtener una
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concentracién de 1000 huevos en 5 mL de PBS, los cuales fueron administrados oralmente a

cada cordero del grupo inoculado con dosis baja.

Disefio experimental

Los corderos fueron distribuidos en tres grupos. Los corderos del primer grupo (n=5)
fueron inoculados oralmente con 1000 huevos de T. hydatigena (dosis baja). Los corderos
del segundo grupo (n=5) fueron inoculados oralmente con el total de huevos del altimo
proglétido de cada cestodo adulto (dosis alta). Los corderos del tercer grupo (n=7), solo
recibieron un placebo y fueron utilizados como grupo control.

Semanalmente, se colectaron muestras de sangre con/sin EDTA, se registro el peso y
se evalud la condicion corporal de cada cordero siguiendo la escala de Russel et al (1969),
ademas, se calcul6 el consumo promedio de alimento. De la muestra de sangre con EDTA,
se determind el nimero de eosindfilos por mm?® y el hematocrito. A partir del suero obtenido
de la muestra de sangre sin EDTA se midieron los niveles de enzimas hepaticas.

Todos los corderos fueros eutanasiados en forma humanitaria en la semana 13 PI. Se
inspeccionaron las visceras y la canal de cada cordero para localizar y contar el nimero de
metacestodos. Se separd el higado y se buscaron lesiones macroscopicas y microscopicas en
el parénquima. Se calcul6 el porcentaje de rendimiento, calidad de la canal y conversion

alimenticia final.

Consumo diario y conversion alimenticia

Diariamente se ofreci6 una cantidad conocida de alimento (7% del peso vivo de cada
grupo de corderos), al dia siguiente se recolecto y peso el alimento sobrante de los comederos
(rechazado), el consumo de alimento diario grupal se calculé restando el peso del alimento
rechazado del peso del alimento ofrecido. EI tamafio de los comederos era suficientemente
amplio para evitar la competencia por el espacio entre los corderos de cada grupo. El
consumo total de alimento de cada cordero se calculé dividiendo el consumo total de
alimento entre el nUmero de corderos de cada grupo. La conversién alimenticia total de cada
cordero, se calculo dividiendo su consumo total de alimento entre su ganancia total de peso

corporal.
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Conteo de eosinofilos en sangre

El conteo se realizé segun la técnica de Hohenhaus et al. (1998) y modificada por
Cuenca-Verde et al. (2011). Se tomaron muestras de sangre de la vena yugular con aguja para
toma multiple color amarillo de 20G x 38mm en tubos vacutainer EDTA-K2 (color lila). Se
utilizé una dilucion de sangre de 1:10 con una solucion de Carpentier (formaldehido al 40%
y eosina Y al 1%). Los ES se contaron en una camara de Neubauer y los resultados se

expresaron como nimero de ES por mm?3 de sangre.

Rendimiento y calidad de la canal

El porcentaje de rendimiento de la canal se calculé multiplicando el peso de la canal
obtenida por 100 entre el peso vivo en el momento de la eutanasia. Por manejo de las canales,
solo se compararon los corderos del grupo testigo, con los del grupo infectado con dosis alta.

La conformacion de las canales de los corderos del grupo control y del grupo de dosis
alta se evalud de acuerdo a los criterios de la norma mexicana NMX-FF-106-SCFI-2006
livestock products - sheep carcass — classification y se les asigno un valor numerico: 3 a la
conformacion excelente, 2 a la conformacion buena y 1 a la conformacion deficiente. La
conformacién fue medida en forma ciega por un técnico especialista en calidad de la carne.
En estas canales también se midi6 el perimetro a nivel de los trocanteres femorales (perimetro

de la grupa), ancho maximo de grupa, ancho maximo de térax y la longitud de la pierna.

Enzimas hepaticas

El suero se obtuvo a partir de la centrifugacion de muestras de sangre tomada de la
vena yugular de los corderos en tubos vacutainer con un gel separador y un activador de la
coagulacion (color dorado). El suero obtenido se congel6 a -20°C hasta su procesamiento.
Los niveles plasmaticos de aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA) y
gamma-glutamil transferasa (GGT) se midieron utilizando kits de Wiener Lab (REF
17522360, 1361402 y 1421404), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Lesiones
Posterior a la eutanasia se buscaron lesiones macroscopicas en el parénquima

hepéatico de todos los corderos. En los corderos infectados, se colectaron muestras de
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aproximadamente un cm® de parénquima hepatico de zonas con lesiones. Las muestras de
tejido hepatico se fijaron en formol al 10%, se deshidrataron y se incluyeron en parafina. Se

realizaron cortes histologicos de 3 um y se tifieron con hematoxilina/eosina (Luna, 1968).

Analisis estadistico

La cantidad acumulada del nimero de ES, puntaje de la condicion corporal, ganancia
de peso y niveles de enzimas hepaticas fueron estimados utilizando un método trapezoidal
para determinar el area bajo la curva (AUC). Se evalué el efecto de la infeccion sobre la
productividad mediante un MANOVA (multivariate analysis of variance) tomando en
conjunto las variables dependientes: el AUC de la condicién corporal, consumo de alimento
y ganancia final de peso, asi como la conversion alimenticia. Los efectos individuales de cada
variable se compararon por ANOVA de una via y pos-hoc andlisis de Fisher.

En un segundo MANOVA se evaluo el efecto de la infeccion sobre el AUC de ES,
hematocrito y FA. Los efectos individuales de cada variable se compararon por ANOVA de
una via y pos-hoc analisis de Fisher.

El porcentaje de rendimiento de la canal, conformacion de la canal y los datos
morfométricos de los corderos del grupo control y del grupo con alta dosis se compararon
por t de Student de una cola.

Se realizd una correlacién simple de Pearson para las variables productivas y
hematologicas. Los andlisis antes mencionados se realizaron mediante el procedimiento del

modelo lineal general (GLM) utilizando el software Statistica 7.0.

Resultados

El porcentaje de infeccion del grupo de corderos con infeccion alta y con infeccion
baja fue del 100% y 40% respectivamente, con un promedio de 2.4+0.6 y 1+0.7 metacestodos
de T. hydatigena bien desarrollados en cavidad abdominal, respectivamente. Ningin cordero
del grupo testigo presentd metacestodos a la revision exhaustiva posterior a la eutanasia.

Los datos de la condicion corporal, ganancia de peso acumulado, consumo de
alimento y conversion alimenticia final, se presentan en la figura 1. El estudio multivariado
(MANOVA) considerando los valores AUC de la condicion corporal, ganancia de peso y

consumo de alimento, asi como los valores de conversion alimenticia final, mostr6 un efecto
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grupo (dosis alta/dosis baja/no infectado) altamente significativo (p<0.0001). Individual-
mente, el AUC de la condicion corporal y la ganancia de peso, fue menor en los corderos del
grupo infectado con dosis alta en comparacion con los corderos del grupo testigo (p<0.001
and p<0.1, respectivamente). El consumo de alimento y la conversién alimenticia final fue
mayor (p<0.1) en los corderos del grupo infectado con dosis alta en comparacion a los
corderos del grupo testigo. No se observaron diferencias (p>0.05) entre los corderos del
grupo testigo y los corderos del grupo infectado con dosis baja.

Los corderos del grupo testigo presentaron mayor (p<0.1) rendimiento de la canal
(50.2%=0.7) que los del grupo infectado (48.8%+0.8). Segun los criterios de la norma
mexicana (NMX-FF-106-SCFI-2006), todas las canales (grupo testigo y del grupo infectado
con dosis alta) fueron categorizadas como canales de conformacion buena, sin embargo, las
canales de los corderos del grupo testigo, estaban mas cerca de ser excelentes, mientras que
las canales de los corderos del grupo infectado con dosis altas estaban més cerca de ser
deficiente (figura 2). Los corderos del grupo testigo presentaron valores ligeramente mayores
(p>0.1) de ancho de grupa (25.2+0.4 and 25.2+0.6), perimetro de grupa (68.8+1 and
67.7£1.4) y ancho de térax (27.1+1.7 and 26.7+0.5) que los del grupo infectado con dosis
alta.

Los datos de las cinéticas del nimero de ES, FA y hematocrito se presentan en la
figura 3. El estudio multivariado (MANOVA) considerando los valores de AUC de
eosinofilos, hematocrito y FA, mostro un efecto grupo (dosis alta/dosis baja/no infectado)
altamente significativo (p<0.0001). Individualmente, el AUC del nimero de ES y FA, fue
mayor en los corderos del grupo infectado con dosis alta en comparacion con los corderos
del grupo testigo (p<0.001). EI AUC de AST y GGT no mostraron diferencias (p>0.1) entre
los grupos. No se observaron diferencias (p>0.05) entre los corderos del grupo testigo y los
corderos del grupo infectado con dosis baja. Las correlaciones mas importantes entre las
variables se presentan en el cuadro 1.

A la inspeccion post-mortem los corderos del grupo infectado con dosis alta
presentaron 2.2+1.9 lesiones macroscopicas en higado y los corderos del grupo infectado con
dosis bajas presentaron 1+0.54. Las lesiones macroscopicas se observaron como puntos
blancos ligeramente protuberantes de 2-3 mm sobre la superficie del higado, estos se

continuaban con un corddn de fibrosis en la superficie o hacia el parénquima hepético (figura
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4a). Las lesiones microscopicas que se observaron mas frecuentemente se presentan en las
figuras 4 b, c y d. En estas, se observaron cerca de conductos biliares y espacio porta, zonas
de edema, necrosis, fibrosis e infiltrado de mononucleares con presencia de eosinofilos. Los

corderos del grupo testigo no presentaron lesiones macroscopicas ni microscépicas en el

higado.
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Figura 1. Media (£EE) de ganancia de peso (a), consumo de alimento (b), puntaje de
condicion corporal (c) y conversion alimenticia final (d) en corderos infectados oralmente
con 1000 huevos de T. hydatigena (dosis baja), corderos infectados por via oral con el nimero
total de huevos de un proglétido gravido de T. hydatigena (dosis alta) y corderos no

infectados (control).
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Figura 2. Conformacién de canales. a) Cordero del grupo control; b) Cordero infectado con
dosis alta.

o1



140 4 -O- Testigo

—&— Dosis baja

- Dosis alta

Eosinofilos/mm?

Hematocrito(%)

20

01234567 8910111213
3500 TC
3 400

©

= 300

S 200 r

012345617 8 9101112
Semanas Pl.
Figura 3. Media (£EE) de eosindfilos en sangre (a), hematocrito (b) y fosfatasa alcalina (c)
en corderos infectados por via oral con 1000 huevos de T. hydatigena (dosis baja), corderos

infectados por via oral con el nimero total de huevos de un proglétido gravido de T.

hydatigena (dosis alta) y corderos no infectados (testigo).

52



Cuadro 1. Correlaciones entre el AUC de la puntuacion de la condicion corporal (AUC-CC),

el AUC de la ganancia de peso (AUC-GP), la conversion alimenticia final (CAF), el consumo
final de alimento (CFA), el AUC de hematocrito (AUC-Hto), AUC de eosindfilos sanguineos
(AUC-ES) y AUC de fosfatasa alcalina sérica (AUC-FA).

AUC-CC ‘ AUC-GP | CAF ‘ CFA | AUC-Hto | AUC-ES | AUC-FA

AUC-CC 1.00

AUC-GP | 0.57** 1.00
CAF -0.59**  -0.95**
CFA -0.24 -0.27

AUC-Hto | -0.1738 0.46

AUC-ES | -0.76** -0.43

AUC-FA | -0.63** -0.21

**p<0.01 *P<0.05

1.00

0.10

-0.40

0.50*

0.27

1.00
-0.22 1.00
0.47* 0.01 1.00

0.26 0.05 0.73** 1.00
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Figura 4. Lesiones macroscopicas y microscopicas en el higado de corderos infectados con

T. hydatigena. a) Puntos blancos macroscépicos ligeramente sobresalientes en la superficie
del higado (flecha blanca) y cordon de fibrosis en la superficie (flecha negra). b) Zona de
necrosis (nec) e infiltrado mononuclear. c) Infiltrados mononucleares y eosindfilos (mei) en
el espacio porta, edema (ed). d) Infiltrados mononucleares y eosindfilos (mei) alrededor de
una arteria, edema (ed) y fibrosis (f).
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Discusion

Muchos factores influyen en la eficiencia de las unidades de produccion ovina.
Algunos factores como la alimentacion, la geneética, el manejo reproductivo y enfermedades
infecciosas, entre otros, facilmente son reconocidos por los productores como factores que
impactan la productividad de las unidades de produccion (Cruz, 2010). En este contexto, se
reconoce el impacto negativo en la produccion ovina que tienen algunas enfermedades
parasitarias como la coccidiosis, fasciolosis o la hemoncosis (Fthenakis et al., 2015; Naeem
et al.,, 2021), sin embargo, otras enfermedades parasitarias como la infeccion por
metacestodos de T. hydatigena, que no presentan un cuadro clinico caracteristico, no son
consideradas cominmente como causa de perdida de la eficiencia productiva de los rebafios
ovinos. En este estudio, se encontro que la infeccién con huevos de T. hydatigena vy el
desarrollo posterior de metacestodos fue subclinica, sin embargo, produjo baja significativa
de algunos parametros productivos, asociado a alteraciones hepaticas en los corderos.

La ingestion de huevos de T. hydatigena eliminados por perros es la Gnica forma de
infeccion natural en los ovinos (Cordero del Campillo et al., 1999). En este estudio, se
infectaron ovinos con huevos de una cepa de T. hydatigena que se ha mantenido por pases
perros/ovinos. La tasa de infeccion en los corderos del grupo con dosis alta fue del 100%, sin
embargo, la tasa de implantacion fue baja, este efecto se ha observado en varias infecciones
previas (datos no publicados) y probablemente es efecto de particularidades propias de la
cepa. EI nimero de metacestodos desarrollados en los corderos usados en este trabajo, esta
dentro del rango que se ha reportado en algunas infecciones naturales, por lo que podria ser
representativo de estas infecciones (Garijo et al., 2005; Christodoulopoulos et al., 2008; Scala
et al., 2015).

El MANOVA es una prueba que analiza mas de una variable dependiente afectada
por un factor (en este caso infeccion/no infeccion), algunas respuestas de estas variables por
si solas podrian no ser significativas, pero la interaccion entre ellas puede ser aditiva en un
efecto general y mostrar si existen diferencias mas claras entre los grupos. En este estudio
algunas variables dependientes relacionadas a la produccion, como la condicion corporal fue
claramente mayor (p<0.001) en los corderos del grupo testigo que en los corderos del grupo
infectado con dosis altas de huevos de T. hydatigena, sin embargo, la diferencia entre los

grupos fue moderada en la conversion alimenticia, consumo de alimento y ganancia de peso
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(p<0.1). Analizando individualmente estos parametros, las diferencias encontradas son
suficientes para mostrar un efecto negativo de la infeccién de T. hydatigena sobre la
produccion en ovinos, sin embargo, cuando estas variables se agruparon en un MANOVA,
el efecto negativo sobre la produccién fue altamente significativo (p<0.0001), no obstante lo
anterior, no se observaron manifestaciones clinicas obvias en los corderos infectados.

Los corderos del grupo infectado con dosis alta presentaron una menor (p<0.001)
condicion corporal, un menor (p<0.1) rendimiento de la canal y apreciativamente una menor
conformacién de la canal que los corderos del grupo testigo. Estos indicadores en conjunto,
tienen un impacto directo sobre el valor de los animales y en algin momento podrian influir
negativamente en la seleccion para la compra de corderos vivos o de sus canales. Sin
embargo, el peso final alcanzado por los corderos y los valores morfométricos de sus canales
no mostraron diferencias (p>0.1), lo que podria hacer que las diferencias sutiles encontradas
en este estudio no sean notadas por los productores.

El dafio producido por la presencia y migracion de helmintos, cominmente se ve
reflejado en la modificacion de algunos parametros hematolégicos y bioquimicos. La
eosinofilia es cominmente observada en infecciones por helmintos, incluyendo la infeccion
por metacestodos (Huang and Appleton, 2016; Arias-Hernandez et al., 2020; Mufioz-
Guzman et al., 2021). El aumento de eosinéfilos y FA en sangre de los corderos infectados
con dosis altas de huevos de T. hydatigena es claramente una consecuencia de la presencia 'y
migracion de las fases larvarias con un consecuente dafio hepatico. EI aumento de FA sérica
es un reflejo del dafio hepatico que tuvo una fuerte correlacion negativa (r=0.63, p<0.007)
con la condicién corporal de los corderos, por lo que podemos suponer que la afectacién de
la productividad en los corderos infectados es consecuencia de la migracion y dafio producido
por el parasito en el tejido hepatico.

Se considera que el aumento de FA sérica es un indicador entre otras alteraciones
hepéticas de dafio u obstruccion de los conductos biliares (Pike et al., 2013), en la
histopatologia se observé infiltrado de células mononucleares y eosinéfilos en el espacio
porta, principalmente alrededor de vasos sanguineos y ductos biliares, lo que probablemente
indica que la migracion de oncosferas desde la sangre al parénquima hepatico produce
inflamacion y algun grado de obstruccion de la circulacion biliar. Adicionalmente también

se observaron zonas de necrosis coagulativa y fibrosis en el parénquima hepatico, aunque
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esto no se vio reflejado en un aumento de otras enzimas del perfil hepatico como AST and
GGT.

Muchos productores por no observar manifestaciones clinicas evidentes y no contar
con las herramientas metodoldgicas para evaluar el impacto de la metacestodosis de T.
hydatigena sobre la produccion, consideran que este parasito es inocuo. Los resultados de
este estudio, muestran una disminucion en la eficiencia productiva, alteraciones de algunos
valores hematolégicos y bioquimicos, ademas de y un ligero deterioro en el aspecto general
de los corderos infectados, factores que s6lo pueden ser detectados en este tipo de estudios,
pero que, aunque son imperceptibles para la mayoria de los productores repercuten en la

productividad de los animales infectados.
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CAPITULO II1

Estudio del establecimiento de Taenia hydatigena en perros y ovinos

Introduccion

El hospedador definitivo de Taenia hydatigena son los perros y los principales
hospedadores intermediarios son los rumiantes (Bowman, 2020; Desplazes at al., 2016;
Taylor, 2016). Los perros se contaminan por ingerir metacestodos de T. hydatigena presentes
en las serosas de visceras y omentos de los hospedadores intermediarios. Los hospedadores
intermediarios se infectan por ingerir huevos de T. hydatigena eliminados en la materia fecal
de perros. En unidades de produccion ovinas en pastoreo, la presencia de perros es
frecuentemente indispensable y cominmente podria encontrarse un ciclo domestico de T.
hydatigena entre los perros y los ovinos de la unidad.

La mayoria de los estudios en perros es sobre la frecuencia de gusanos adultos en
intestino delgado (Diaz-Castrellon, 1997; Trasvifia-Mufioz, 2015). Los estudios sobre
infecciones experimentales en perros son pocos e incompletos (Featherston, 1969; Coman
and Rickard, 1975; Gemmell et al., 1987). Recientemente, Kanchev (2015) infecté un perro
con 5 metacestodos y otro con 14 metacestodos de T. hydatigena y observé diferencias en
los periodos de prepatencia Yy en el nimero de cestodos adultos obtenidos de cada perro.

En ovinos, la informacion disponible es similar, la mayoria de los reportes es sobre la
frecuencia de metacestodos de T. hydatigena observada en visceras de ovinos sacrificados en
rastros (Scala et al, 2015; Christodoulopoulos et al, 2008; Mosaab, 2016; Antenenh et al,
2013; Garijo et al, 2005; Almeida et al, 2017) y existen pocos estudios experimentales
recientes. Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue determinar el porcentaje de infeccion
y el porcentaje de establecimiento de T. hydatigena en hospedadores definitivos (perros) y
hospedadores intermediarios (ovinos), asi como caracterizar una cepa de origen mexicano.

Este estudio esta en proceso y necesita ser completado.
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Materiales y métodos

Animales
Perros

Se utilizaron 10 perros criollos machos, con una edad promedio de tres meses, procedentes
de camadas obtenidas por donativos voluntarios. Al momento de ser introducidos a las
instalaciones (corrales de posgrado de la FES-Cuautitlan), todos los perros fueron
desparasitado con 15 mg/kg de pamoato de pirantel y 15 mg/kg de oxantel e inmunizados
con dos dosis de una vacuna comercial séxtuple (Canigen® Puppy Extra). Antes de iniciar la
fase experimental se verifico por pruebas coproparasitdéscopicas de Faust (Alba-Hurtado,
2020) que los perros estuvieran libres de parasitos intestinales. Los perros fueron albergados
en jaulas de 3 x 3.2 metros con piso de cemento, en las cuales mantenian contacto visual
entre grupos. La alimentacion consistié en alimento comercial (Hi Dog Cachorro con 25%
de proteina cruda) y se ofrecio diariamente a razon del 4% del peso vivo, el agua se suministrd
a libre acceso por medio de bebederos automaticos de nivel constante. Ademas, durante el

experimento se colocaron juguetes dentro de las jaulas como enriquecimiento ambiental.

Ovinos

Se utilizaron 9 corderos machos de la raza Columbia de aproximadamente seis meses
de edad y con un promedio de 30 kg de peso. Todos los corderos se mantuvieron en corraletas
con piso de concreto (3.5 X 3.5 metros) en los corrales de posgrado de la FES-Cuautitlan. El
alimento se ofrecié en comederos metélicos y consistio en una mezcla con 50% de
concentrado comercial para borregos de engorda intensiva “San Mateo” (15% proteina cruda,
humedad méxima 10%, grasa 3%, ceniza 5%, fibra cruda 10% y extracto libre de nitrégeno
57%) y 50% de alfalfa achicalada molida. ElI agua se ofrecio ad libitum en bebederos

automaticos de pivote.

Parasitos
Metacestodos
Se colectaron metacestodos de T. hydatigena de ovinos sacrificados en rastros

ubicados en Cuautitlan y Tlalnepantla edo. México, inmediatamente después de la colecta
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los metacestodos fueron transportados en refrigeracion al laboratorio donde se verifico su

integridad y viabilidad antes de ser suministrados a los animales experimentales.

Huevos de T. hydatigena

Los huevos de T. hydatigena fueron obtenidos a partir del Gltimo proglétido gravido
de un gusano adulto recuperado del intestino delgado de uno de los perros utilizados en el
experimento realizado para verificar el desarrollo de gusanos adultos. Para obtener los
huevos, el proglétido se enjuago con PBS pH 7.4 y se mantuvo en PBS pH 7.4 en una caja
Petri durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente, se contd el nimero de huevos en el

sobrenadante y se estandarizo para tener 50 huevos en 5 mL.

Microscopia electronica de barrido

Algunos segmentos del extremo anterior de gusanos adultos colectados se lavaron
con agua destilada y se fijaron en liquido de Karnovsky durante 24 horas. Posteriormente, se
lavaron en agua destilada durante 30 min para eliminar residuos del fijador y deshidrataron
gradualmente en alcohol etilico del 10 al 100%. Las muestras se secaron a punto critico, se
montaron en aluminio porta muestras con adhesivo de carbono de doble cara y se les realizé
un ionizado con oro. Las micrografias se obtuvieron a alta condiciones de vacio utilizando
un escaner analitico de un microscopio electronico JEOL JSM-6010LA. Este proceso se

realizd en el area de microscopia electrénica de la UIM FES-Cuautitlan.

Disefio experimental

Infeccidn en perros

Los 10 perros recibieron oralmente diferentes cantidades de metacestodos de T.
hydatigena. Un perro recibié 1 metacestodo, otro recibio tres metacestodos, cinco perros
recibieron 6 metacestodos y tres perros recibieron 12 metacestodos. En todos los perros,
semanalmente se verifico por pruebas coproparasitoscopicas de Faust la presencia de huevos
en heces y en forma macroscopica la presencia de proglotidos gravidos.

Los perros fueron eutanasiados en forma humanitaria un mes después de detectarse
huevos o proglétidos gravidos en heces (periodo de prepatencia). Inmediatamente después

de la eutanasia de cada perro, se disecciono el intestino delgado y se realiz6 cuidadosamente
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un corte longitudinal a lo largo de este 6rgano para exponer la mucosa y asi observar in situ
la ubicacion de los adultos de T. hydatigena, los cestodos presentes se separaron de la mucosa
intestinal y se lavaron con PBS pH 7.4, se midieron, se verificaron las caracteristicas
morfoldgicas del escolex por microscopia dptica y algunos se procesaron para microscopia
electrénica. Se conto el nimero de ramificaciones uterinas de los proglétidos gravidos.

Se calcul6 el porcentaje de infeccion (No. perros con fases adultas o proglétidos
eliminados en heces / total de perros inoculados x 100) y el porcentaje de establecimiento de
cestodos intestinales (No. de fases adultas recuperadas / No. total de metacestodos
administrados x 100).

Infeccion en ovinos

Se inocularon 9 corderos con 50 huevos de T. hydatigena por sondeo buco ruminal.
Tres fueron eutanasiados el dia 30 PI, tres corderos fueron eutanasiados el dia 60 y los
restantes tres fueron eutanasiados el dia 90 PI. Se inspecciono cuidadosamente la cavidad
abdominal y toracica, en busca de metacestodos. Se registrd la localizacion, midieron y
pesaron los metacestodos encontrados. Se calculd el porcentaje de infeccion (No. de corderos
con metacestodos/total de corderos x 100) y el porcentaje de establecimiento (No. de

metacestodos recuperados/No. total de metacestodos administrados x 100).

Resultados del experimento 3

El nimero de metacestodos administrado a cada perro, el periodo de prepatencia,
numero de gusanos adultos recuperados, promedio de tamafio de cestodos recuperados y el
porcentaje de establecimiento en cada perro se presenta en el cuadro 1. El porcentaje de
infeccion fue del 100% y el porcentaje de establecimiento de cestodos intestinales, en los
perros fue del 94%. La morfologia de los gusanos adultos colectados en todos los casos, es
semejante a los descritos para T. hydatigena por Edwards and Herbert (1981) su ubicacion in
situ se muestra en la figura 1a, la morfologia de proglotidos maduros por microscopia éptica
se muestra en la figura 1b y la morfologia del escdlex de dos adultos procesados para su

observacidn por microscopia de barrido se presentan en las figura 2a y b.
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El nimero de huevos administrados a cada cordero, el nUmero de metacestodos

recuperado de cada cordero y la localizacién de estos (Figura 3 a y b), se presentan en el

cuadro 2. El porcentaje de infeccion fue del 44.4% y el porcentaje de establecimiento del 2%.

METACESTODOS PREPATENCIA o cESTODOS

PROMEDIO
DE TAMANO PORCENTAJE DE

INGERIDOS (dias) RECUPIERADEE mzs?goos E?zTr\lAgkgilF':glEScT)o
(cm)

1 55 1 177.5 100
3 53 3 145 + 13 100
6 79 0

6 59 0

6 55 6 MIND(I)E??EON 100
6 52 5 56 +1.6 83
6 64 6 173.3 100
e 88 10 138 + 37 83
12 67 11 117 +14 92
12 66 12 137 £ 17 100

Cuadro 1.- Infeccion experimental en perros con metacestodos de Taenia hydatigena.
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b

Figura 1.- a) Adultos de Taenia hydatigena en el intestino de perro y b) Detalle de proglétido
maduro de Taenia hydatigena.
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Figura 2.- Fotomicrografia electronica de barrido a y b escolex de adultos de Taenia

hydatigena.
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) Dia de Metacestodos L
Ovino Grupo o Localizacién de metacestodos
sacrificio recuperados

1 1 30 o e
Region perirrenal, higado y libre en

? ' %0 > : pcavidad abdogmina)ll

3 1 30 3 Omento mayor (2) y omento menor

4 2 60 o -

5 2 60 o e

6 2 60 o e

7 3 90 o e

8 3 90 1 Omento mayor

9 3 90 2 Omento menor (2)

Cuadro 2.- Ovinos infectados oralmente con 50 huevos de Taenia hydatigena.
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Figura 3.- a) Metacestodo de Taenia hydatigena en higado de ovino. b) Metacestodos de

Taenia hydatigena en omento menor de ovino.
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Discusion

El ciclo bioldgico de T. hydatigena es conocido, sin embargo, muchos aspectos son
el resultado de extrapolacion de observaciones realizadas en otros gusanos de género Taenia.
La morfologia del escélex, proglétidos y tegumento estan claramente descritos y permite
diferenciarlos de otros gusanos (Featherston, 1969; Edwards and Herbert, 1981). Algunos
parametros como el porcentaje de infeccion y el porcentaje de establecimiento tanto en el
hospedador definitivo como en el hospedador intermediario han sido poco estudiados.
Aungue este trabajo sigue en proceso cuando se escribi0 esta tesis, nuestros resultados al
momento muestran algunos datos especificos del ciclo de infeccion en los hospedadores de
T. hydatigena.

Todos los perros infectados mostraron evidencia de infeccién en materia fecal
(huevos o proglétidos, sin embargo, al momento del sacrificio solamente ocho presentaron
gusanos adultos en el intestino. Esto indica que, aunque se estableci6 la infeccion en todos
los perros, hubo una eliminacidn espontanea de las fases adultas intestinales en un periodo
relativamente corto (menos de un mes), posiblemente debido a mecanismos
inmunomediados. Se observaron en este periodo, que los perros que no presentaron gusanos
adultos y el perro que tenia algunos adultos anormalmente pequefios (5.6 = 1.6 cm)
eliminaron grandes segmentos de proglétidos, sin embargo, los datos especificos no fueron
registrados.

Kanchev (2015), reportd periodos de prepatencia de 47 y 69 dias en dos perros
infectados con 5 y 14 metacestodos de T. hydatigena respectivamente, sin embargo, por
tratarse de observaciones individuales, estos datos carecen de sustento estadistico. En el
presente estudio, el periodo de prepatencia vario entre los 53 a los 88 dias.

Si no consideramos los perros sin gusanos adultos o en los que solamente se
observaron escolex y cuello, el tamafio promedio de los gusanos adultos fue de 147.8 + 8.6
cm (43 gusanos). Se observd numéricamente un mayor tamafio de los cestodos recuperados
en el intestino de un perro inoculado con tres metacestodos en comparacion a los recuperados
de tres perros infectados con 12 metacestodos, sin embargo, no se observaron diferencias

estadisticas en el tamafio de los gusanos adultos asociadas a la carga parasitaria en los perros
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(p>0.05), por lo que aparentemente el tamafio de los cestodos no fue afectado en funcion a
un microambiente de mayor competencia.

En ningun perro infectado, aun en aquellos con mayores cargas de gusanos adultos
(10, 11 y 12 respectivamente) se observaron alteraciones en el comportamiento o estado de
salud evidentes, lo que parece indicar una baja virulencia asociada a la presencia de cestodos
adultos en el intestino de su hospedero definitivo. Otros autores han realizado observaciones
similares tanto para T. hydatigena como para T. solium y T. saginata, aunque en estos
parasitos, la carga parasitaria siempre es mas baja (uno o dos) en comparacion a T. hydatigena
(Cordero et al., 1999; Kanchev, 2015; Desplazes at al., 2016).

En los hospedadores intermediarios (ovinos) el porcentaje de infeccion (44.4%) es
mucho menor que en los hospedadores definitivos (perros) y el porcentaje de establecimiento
(2%) todavia es menor. El porcentaje de infeccion es muy bajo, este efecto lo hemos
observado en varias infecciones previas (borregos infectados del experimento 2) vy
probablemente es efecto de particularidades propias de la cepa que usamos 0 que estos
huevos necesiten algun tipo de maduracion. EI namero de metacestodos desarrollados en los
corderos usados en este trabajo, esta dentro del rango que se ha reportado en algunas
infecciones naturales, por lo que podria ser representativo de estas infecciones (Silverman,
1954, Garijo et al., 2005; Christodoulopoulos et al., 2008; Scala et al., 2015).

Actualmente se trabaja con la administracion de diferentes cantidades de huevos a
corderos y con la activacion de oncosferas. Los resultados de estos estudios nos permitiran

completar este estudio.
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DISCUSION GENERAL

El género Taenia sp. incluye un grupo de cestodos que guardan muchas similitudes
entre si. Las especies que afectan a humanos (T. solium y T. saginata) han sido las mas
ampliamente estudiadas y muchos de estos estudios se ha extrapolado a otras especies de este
género (Sarti et al., 1992; Pawlowski, 2002; Dorny y Praet, 2007). Sin embargo, aunque en
muchos aspectos estas extrapolaciones son validas, hay particularidades dentro de cada
especie que la hace diferentes. Esta tesis, incluye una serie de trabajos de una linea de
investigacién sobre aspectos particulares de T. hydatigena y su relacion con sus
hospedadores, en la que he trabajado por mas de 10 afios. Esta tesis estd formada por tres
trabajos experimentales escritos en forma de articulos, por lo que cada trabajo presenta su
discusion particular.

Se ha demostrado que algunos cestodos modulan la respuesta inmune del huésped
para generar un ambiente mas favorable para su establecimiento y/o mantenimiento (Larralde
et al., 1995). Esto podria modificar los microambientes del huésped para el establecimiento
de otros parésitos. En estudios previos, hemos demostrado que la administracion de CVMTh
reduce la implantacion de gusanos H. contortus adultos en el abomaso de los corderos, lo que
se asocid con cambios en algunos tipos de células y la expresion de algunas citocinas en el
abomaso (Cuenca-Verde et al., 2011; Buendia-Jiménez et al., 2015; Mufioz-Guzman et al.,
2021). Por lo anterior, se propuso que CVMTh podria ser un potenciador de la respuesta a
través de la modulacion de la respuesta inmunitaria. En el trabajo experimenta 1, observamos
que la administracion de dos dosis de CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa antes de la
inmunizacion con OVA indujo una produccion de IgG anti-OVA mucho mayor que la
inmunizacion con una sola dosis de OVA en ratas. Estos resultados muestran claramente el
efecto potenciador del CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa para la producciéon de
anticuerpos y su probable efecto adyuvante.

Se ha demostrado que la OVA es un potente alérgeno (Adamko et al., 1999; Saldanha
et al., 2004). La administracion por via aérea o sistémica induce un aumento de eosinéfilos
en sangre y pulmones, por lo que ha sido ampliamente utilizado en modelos experimentales
de asma (Hogan et al., 2003; Kumar et al., 2008). En este primer estudio, observamos que la
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administracion de OVA por via intraperitoneal indujo un fuerte aumento de ES que se
correlaciond significativamente con un aumento de IL-5 en sangre; sin embargo, la
administracion previa de CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa inhibié ambos aumentos, lo
que indica claramente que ambas fracciones tienen efectos reguladores a la baja en algunos
elementos de la respuesta inmune. EI aumento de la produccion de anticuerpos anti-OVA
especificos, al mismo tiempo que la inhibicion de la eosinofilia y la IL-5 en sangre, en ratas
previamente tratadas con CVMTh total y CVMTh 30-100 kDa, no es consistente con una
respuesta clasica de Th2 observada en otros modelos parasitarios.

En este estudio observamos que la administracion de CVMTh 30-100 kDa previa a la
administracion de OVA aumentd el porcentaje de linfocitos CD4 y CD8 en bazo y nddulos
linfaticos mesentéricos. Este hallazgo indica que las moléculas de esta fraccion inducen una
amplia activacion de los linfocitos T. La administracion de CVMTh 30-100 kDa antes de la
administracion de OVA aument6 la proporcién de linfocitos B, lo que se correlacion6
significativamente con una mayor produccién de 1gG anti-OVA.

Los resultados del primer trabajo experimental muestran que CVMTh total y CVMTh
30-100 kDa modifican la respuesta inmune de las ratas de formas diferenciadas. Ambas
fracciones inhibieron la eosinofilia y la produccion de IL-5 producida por la administracion
de OVA en ratas. EI CVMTh 30-100 kDa activo fuertemente la produccién de anticuerpos
anti-OVA especificos y la proliferacion de linfocitos T y B. EIl CVMTh total aumento
moderadamente los anticuerpos anti-OV A especificos y la activacion de una respuesta Th17.
Aunque se requieren méas estudios para confirmar nuestras observaciones, los resultados
sugieren que ambas fracciones de CVMTh tienen potencial para modificar la respuesta
inmune de sus hospedadores, incluso para usarse como adyuvantes.

Se ha reconocido el impacto negativo en la produccion ovina que tienen algunas
enfermedades parasitarias como la coccidiosis, fasciolosis o la haemonchosis (Fthenakis et
al., 2015; Naeem et al., 2021), sin embargo, otras enfermedades parasitarias como la
infeccion por metacestodos de T. hydatigena, que no presentan un cuadro clinico
caracteristico, no son consideradas cominmente como causa de perdida de la eficiencia
productiva de los rebafios ovinos. En el segundo trabajo experimental, nosotros observamos
que algunas variables dependientes relacionadas a la produccion, como la condicion corporal

fue claramente mayor (p<0.001) en los corderos del grupo testigo que en los corderos del
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grupo infectado con dosis altas de huevos de T. hydatigena, sin embargo, la diferencia entre
los grupos fue moderada en la conversion alimenticia, consumo de alimento y ganancia de
peso (p<0.1). Analizando individualmente estos parametros, las diferencias encontradas son
suficientes para mostrar un efecto negativo de la infeccion de T. hydatigena sobre la
produccion en ovinos, sin embargo, cuando estas variables se agruparon en un MANOVA,
el efecto negativo sobre la produccion fue altamente significativo (p<0.0001), no obstante lo
anterior, nosotros no observamos manifestaciones clinicas obvias en los corderos infectados.

Los corderos del grupo infectado con dosis alta presentaron una menor (p<0.001)
condicion corporal, un menor (p<0.1) rendimiento de la canal y apreciativamente una menor
conformacidn de la canal que los corderos del grupo testigo. Estos indicadores en conjunto,
tienen un impacto directo sobre el valor de los animales y en algin momento podrian influir
negativamente en la seleccion para la compra de corderos vivos o de sus canales.

Muchos productores por no observar manifestaciones clinicas evidentes y no contar
con las herramientas metodoldgicas para evaluar el impacto de la metacestodosis de T.
hydatigena sobre la produccidn, consideran que este parasito es inocuo. Los resultados de
este estudio, muestran una disminucion en la eficiencia productiva, alteraciones de algunos
valores hematol6gicos y bioquimicos, ademas de un ligero deterioro en el aspecto general de
los corderos infectados, factores que sélo pueden ser detectados en este tipo de estudios, pero
que, aunque son imperceptibles para la mayoria de los productores repercuten en la
productividad de los animales infectados.

El tercer trabajo experimental estd en proceso en el momento en el que se escribio
esta tesis, por lo que los datos con los que contamos son preliminares, sin embargo, nuestros
resultados al momento muestran algunos datos especificos del ciclo de infeccion en los
hospedadores de Taenia hydatigena. Todos los perros infectados mostraron evidencia de
infeccion en materia fecal (huevos o proglotidos), sin embargo, al momento del sacrificio
solamente ocho presentaron gusanos adultos en el intestino. Esto indica que, aunque se
establecio la infeccion en todos los perros, hubo una eliminacion espontanea de las fases
adultas intestinales en un periodo relativamente corto (menos de un mes), posiblemente
debido a mecanismos inmunomediados. En perros, el periodo de prepatencia vario entre los
53 a los 88 dias, el tamafio promedio de los gusanos adultos fue de 147.8 + 8.6 cm (43

gusanos) y no fue afectado en relacion al niUmero de gusanos presentes en el intestino. En
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ningun perro infectado, aun en aquellos con mayores cargas de gusanos adultos (10, 11y 12
respectivamente) se observaron alteraciones en el comportamiento o estado de salud
evidentes, lo que parece indicar una baja virulencia asociada a la presencia de cestodos
adultos en el intestino de su hospedero definitivo.

En los hospedadores intermediarios (ovinos) el porcentaje de infeccion (44.4%) es
mucho menor que en los hospedadores definitivos (perros) y el porcentaje de establecimiento
(2%) todavia es menor. EIl porcentaje de infeccion es muy bajo, este efecto lo hemos
observado en varias infecciones previas (borregos infectados del experimento 2) vy
probablemente es efecto de particularidades propias de la cepa que usamos 0 que estos
huevos necesiten algun tipo de maduracion. EI nimero de metacestodos desarrollados en los
corderos utilizados en este trabajo, esta dentro del rango que se ha reportado en algunas
infecciones naturales, por lo que podria ser representativo de estas infecciones (Silverman,
1954, Garijo et al., 2005; Christodoulopoulos et al., 2008; Scala et al., 2015). Actualmente
trabajamos con la administracion de diferentes cantidades de huevos a corderos y con la
activacion de oncosferas. Los resultados de estos estudios nos permitiran completar este
estudio.

Los trabajos anteriores muestran que la relaciébn de T. hydatigena con sus
hospedadores es mas compleja de lo que se habia pensado. Los metacestodos contienen
moléculas capaces de modificar la respuesta inmune de sus hospedadores, ¢como utilizan
estas moléculas dentro del hospedador?, ¢qué funcion que tienen estas moléculas en el
establecimiento y mantenimiento de la infeccion? y su posible uso como adyuvantes, deben
ser esclarecidas en futuros estudios. Ademas, se demostré que la metacestodosis por T.
hydatigena afecta la productividad de los ovinos y aungque no produce manifestaciones
clinicas evidentes y puede pasar desapercibida, tiene un impacto negativo sobre la

productividad y la economia de las unidades productivas donde se presenta.
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CONCLUSIONES GENERALES

En el CVMTh total se detectaron 13 bandas proteicas (145, 104, 78, 68, 58, 52, 40,
36, 26, 20, 11, 8 y 7 kDa), en el CVMTh>100kDa 3 bandas (143, 78 y 68 kDa), CVMTh 30-
100 kDa 3 bandas (105, 68 y 51) y en el CVMTh 10-30 kDa 4 bandas (17, 11, 9 y 8 kDa).

La administracion intraperitoneal de un CVMTh 30-100 kDa previo a la administracion de
OVA en ratas, aumento fuertemente la produccion de anticuerpos anti-OV A especificos y la

proliferacion de linfocitos T y B en ratas.

La administracion intraperitoneal de un CVMTh total previo a la administracion de OVA en
ratas, aumenté moderadamente la produccion los anticuerpos anti-OVA especificos y la

activacion de una respuesta Thl7.

La administracion intraperitoneal de un CVMTh total o de un CVMTh 30-100 kDa,
inhibieron la eosinofilia y la produccion de IL-5 producida por la administracién de OVA en

ratas.
La infeccion experimental con T. hydatigena en ovinos aumenta el consumo de alimento y
la conversion alimenticia final al mismo tiempo que, disminuye la ganancia de peso,

condicion corporal, rendimiento y calidad de la canal al sacrificio.

La infeccion experimental con T. hydatigena en ovinos, aumento los ES y la concentracion

sérica de FA, pero no afecto el hematocrito.

La infeccion experimental con T. hydatigena en ovinos, no produjo manifestaciones clinicas

evidentes, pero afecto negativamente diferentes pardmetros productivos
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The effects of administration of four different fractions of T. hydatigena larvae vesicular concentrate (ThLVC)
Taenia hydatigena prior to immunization with ovalbumin (OVA) in rats on different parameters of the immune response were
Adjuvant ) evaluated. The amount of anti-OVA IgG by ELISA, amount of blood eosinophils (BE), percentage of cell sub-
g‘:};‘;ﬁ;“;{?d“lanon populations by flow cytometry (CD3+/CD4-+, CD3+/CD8+, CD3-/CD45RA+, and CD11b/c+), and production
Rats of serum cytokines by bead-based immunoassays (IL-2, IL-4, INFy, IL-5, TNFa, GM-CSF, IL-17F, IL-17A IL-13, IL-

22, and IL-6) were measured. Rats receiving total-ThLVC (p < 0.05) and fraction ThLVC30-100 kDa (p < 0.001)
prior to OVA administration produced higher amounts of anti-OVA IgG than rats receiving OVA alone. Rats that
were only administered with OVA showed a strong increase in BE that was significantly correlated (r = 0.72, p <
0.001) with an increase in IL-5 in the blood. However, rats that received any of the ThLVC fractions prior to
administration of OVA did not show these increases. In general, administration of ThLVC30-100 kDa prior to
administration of OVA increased (p < 0.05) the percentage of B, CD4, and CD8 lymphocytes in the spleen and
mesenteric lymph nodes. Rats that received ThLVC total fraction and OVA showed an increase (p < 0.05) in IL-2,
IL17F, and IL22. The results of this study show that total-ThLVC and ThLVC30-100 kDa modify the immune
response of rats in differentiated ways. Our observations suggests that both fractions of ThLVC have the potential
to be used as adjuvants.

1. Introduction both sexes infected with Taenia crassiceps cysticerci were studied

(Morales-Montor et al., 2002). These authors demonstrated that

Some somatic components or secretion-excretion antigens of hel-
minths can modify the immune response of their hosts (Peon et al.,
2016). It has been proposed that cestodes modulate the host’s immune
response to generate a more permissive environment for their estab-
lishment (Terrazas et al., 2011). Infection with Taenia crassiceps meta-
cestodes in mice induces increased serum estrogens and decreased
serum testosterone (Larralde et al., 1995). Previously, the effects of
testosterone, dihydrotestosterone, and 17p-estradiol in castrated mice of

castration and treatment with either testosterone or dihydrotestosterone
before infection decreased parasite loads by 50 and 70%, respectively,
while the treatment with 17p-estradiol increased it by three times in
both genders, as compared with control mice. The specific splenocyte
cell proliferation and IL-2 and IFN-y production were depressed in
infected-castrated mice of both genders, while treatment with testos-
terone or dihydrotestosterone produced a significant proliferation re-
covery and enhanced production of IL-2 and IFN-y. On the other hand,
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Table 1
Treatments of experimental groups.

Group (n Days before of challenge * Challenge EuthanasiaDay
b
=10) 6 5 day (n=5)
1 - - - 5
30
2 - - OVA 5
30
3 Total-ThLVC Total-ThLVC - 5
30
4 Total-ThLVC Total-ThLVC OVA 5
30
5 ThLVC>100 ThLVC>100 OVA 5
kDa kDa 30
6 ThLVC30-100 ThLVC30-100 OVA 5
kDa kDa 30
7 ThLVC10-30 ThLVC10-30 OVA 5
kDa kDa 30

ThLVC: T. hydatigena larvae vesicular concentrate.
@ Each rat received 14 pg of the respective ThLVC fraction intraperitoneally.
b Each rat received 30 pg of ovalbumin (OVA) intraperitoneally.

the humoral response was unaffected with testosterone or dihy-
drotestosterone restitution, while the treatment with estradiol in both
genders augmented the levels of anticysticerci IgG, as well as IL-6 and
IL-10 production. This suggests that modulation of the host immune
response by some cestodes could positively or negatively modify the
response to other concomitant pathogens.

Previous studies performed by our group showed that T. hydatigena
larvae vesicular concentrate (ThLVC) induces eosinophilia and de-
creases implantation of Haemonchus contortus in the abomasum of sheep
(Cuenca-Verde et al., 2011). Subsequently, this decreased implantation
was associated with an increase in the numbers of IL2-, IL4-, IL6-, IL10-,
and INFy-producing cells detected by immunohistochemistry in the
abomasum of lambs infected with H. contortus (Buendia-Jiménez et al.,
2015). and a strong overexpression of cytokines representing the Thl
(IFNy and IL2) and Th2 profiles (IL4, IL5, IL6 and IL10), enzymes of the
oxidative stress (SOD1 and PRDX6), and IgE receptor in the wall of the
abomasal fundic region (Munoz-Guzman et al., 2021). Other authors
observed that some fractions of Taenia crassiceps have differentiated
effects on the activation of immune response cells in vitro (Terrazas
et al., 2010). Our observations suggest that the complete ThLVC or some
of its fractions could modify the immune response against heterologous
antigens such as ovalbumin (OVA), which would confirm its immuno-
modulatory effect.

Therefore, in this study, the effects of different fractions of ThLVC
(high, medium, or low molecular weight) on the production of anti-
bodies, blood eosinophils, and cell subpopulations and the production of
some cytokines in rats inoculated with OVA were evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Male Wistar rats (Rattus norvegicus), 9-10 weeks of age, weighing
between 200 and 250 g were used. The rats were housed in poly-
propylene cages, environmental temperature was maintained at 22 +
2 °C, relative humidity was maintained at 30-70%, and a 12/12 h light/
dark cycle was maintained. The rats were fed commercial rodent feed
(LabDiet 5001) and water ad libitum. This study was approved by the
Internal Committee for Care of Experimental Animals of the Post-
graduate Program of Animal Production and Health (UNAM, Mexico),
adhering to Mexican regulation (NOM-062-Z00-1999), in accordance
with the recommendations from the National Institute of Health (NIH) of
the United States of America (Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals).
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Fig. 1. Pattern of bands produced by a Taenia hydatigena Larvae Vesicular
Concentrate (ThLVC) and their fractions, separated on 12% SDS-PAGE and
silver stained. 1) Total-ThLVC; 2) ThLVC >100 kDa; 3) ThLVC 30-100 kDa; 4)
ThLVC 10-30 kDa. MW = Molecular weight markers.

2.2. Experimental design

Rats were distributed into 7 groups (n = 10/group). The treatments
performed in each group are shown in Table 1.

Blood samples were collected directly from the caudal vein. On days
—7, 0 (OVA challenge), 5, 15, 20, and 30, BEs were counted. On Day 30,
anti-OVA IgG antibodies were measured by ELISA. On Days 0, 5, and 30,
MFI was measured by bead-based immunoassays of IL-2, IL-4, INFy, IL-5,
TNFa, GM-CSF, IL-17F, IL-17A IL-13, IL -22, and IL-6 in serum. Five rats
from each group were euthanized on Days 5 and 30 of the experiment,
and the spleen and MLN were collected to measure percentages of
CD3+/CD4+, CD3+/CD8+, CD3-/CD45RA+, and CD11b/c + cells by
flow cytometry.

2.3. ThLVC fractions

Complete ThLVC (total-ThLVC) was obtained by modifying the
technique described by Cuenca-Verde et al. (2011). Metacestodes of
T. hydatigena were collected from sheep in a slaughterhouse. Vesicular
liquid was obtained by metacestode puncture. This was immediately
followed by addition of a mixture of protease inhibitors (AEBSF at 23
mM, EDTA at 100 mM, Bestatin at 2 mM, Pepstatin A at 0.3 mM, and
E—64 at 0.3 mM, Sigma-Aldrich, P8465). The mixture was filtered with
Whatman 1 paper and Millipore 0.22 pm.

The total-ThLVC was placed in a filtration unit with a 100 kDa
exclusion pore (Ultracell-100K Amicon®) and centrifuged at 2500 g for
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1 h at 4 °C. The concentrate obtained from the upper part of the filtration
unit was identified as ThLVC>100 kDa. The previously obtained filtrate
was placed in a second filtration unit with an exclusion pore of 30 kDa
(Ultracell-30K Amicon®) and centrifuged at 2500 g for 1 h at 4 °C. From
the top of this second filtration unit, a second fraction was obtained,
which was identified as ThLVC30-100 kDa. The filtrate obtained from
the second unit was concentrated using a third filter unit with a 10 kDa
exclusion pore (Ultracell-10K Amicon®) and was identified as the
ThLVC10-30 kDa fraction. The integrity of the ThLVC fractions was
evaluated by SDS-PAGE using a Mini-PROTEAN II electrophoresis cell
chamber (Bio—Rad®) and 12% acrylamide gels at 100 V and 120 mA for
2 h (Fig. 1). The protein quantity of each concentrate or fraction was
measured by the Bradford method.

2.4. Blood eosinophil (BE) count

The count was performed according to the technique modified by
Cuenca-Verde et al. (2011). Blood samples were taken with insulin sy-
ringes from the caudal vein of rats and immediately transferred to vials
with EDTA. A blood dilution of 1:10 with a Carpentier solution (form-
aldehyde at 40% and eosin Y at 1%) was used. The BE was counted in a
Neubauer chamber, and results were expressed as BE per mm? of blood.

2.5. Anti-OVA antibodies

Antibodies against OVA (IgG) were measured by ELISA (Difco Labs,
No cat. 0255-7) by modifying the technique described by Gonza-
lez-Garcia et al. (2017). Briefly, ELISAs were standardized by testing the
OVA concentration (10 pg protein/mL), dilution of rat serum (1:100),
and dilution of peroxidase-conjugated (1:7500) goat anti-rat IgG anti-
body (Serotec, No 250612). Absorbance values were read at 492 nm.
Simultaneously, two control wells with no OVA were tested for each
serum. The value obtained from these control wells was subtracted from
the value of wells with OVA to eliminate the nonspecific colorimetric
reaction. The results for the two wells were averaged and expressed as
percent specific absorbance (%Abs).

2.6. Quantification of cell subpopulations

The cell subpopulations were measured by flow cytometry according
to the technique described by Del Rio-Araiza et al. (2018). Cells were
obtained from spleen and mesenteric lymphatic nodes (MLN), and the
following monoclonal antibodies were used: AF 488 anti-rat CD3 diluted
1:100 (Biolegend®, clone 1F4), APC anti-rat CD4 diluted 1:300 (Bio-
legend®, clone W3/25), PE anti-rat CD8a diluted 1:200 (Biolegend®,
clone OX-8), PE anti-rat CD45RA diluted 1:200 (Biolegend®, clone
0X-33), and biotin anti-rat CD11b/c diluted 1:200 (Biolegend®, clone
0X-42). CD11b/c was revealed with PE/CY5 streptavidin diluted 1:200
(Biolegend®). All samples were analyzed with a FACS Calibur (BD,
Biosciences, USA), and data analyzed using FlowJo v10.0 software.

2.7. Cytokine quantification

Cytokines were quantified in rat serum using bead-based immuno-
assays and fluorescence-encoded beads and analyzed by flow cytometry
using a FACSAria Fusion (BD®). The LEGENDplex™ Rat Th Panel kit
(Biolegend®), which includes quantification of IL-2, IL-4, INFy, IL-5,
TNFa, GM-CSF, IL-17F, IL-17A, IL-13, IL -22, and IL-6, was used. As-
says were performed following the instructions provided by the manu-
facturer, and data are expressed as the median fluorescence intensity
(MFI). Data analysis was performed using the FlowJo vx software (tree
star).

2.8. Statistical analysis

All data are reported as means + standard error. BE data were
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Fig. 2. Mean (+SE) absorbance percentage (%Abs) of the anti-OVA IgG in:
control rats (Group 1); rats immunized with a single ovalbumin (OVA) dose
(Group 2); rats inoculated with total-ThLVC prior to OVA immunization (Group
4) and rats inoculated with ThLVC30-100 KD prior to OVA immunization
(Group 6). Measurements were made on day 30 of the experiment (all groups n
= 5). Different letters indicate significant differences between the means (P
< 0.05).
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Fig. 3. Weekly blood eosinophil (BE) count mean (+SE) in rats from in: control
rats (Group 1); rats immunized with a single ovalbumin (OVA) dose (Group 2);
rats inoculated with total-ThLVC prior to OVA immunization (Group 4) and rats
inoculated with ThLVC30-100 KD prior to OVA immunization (Group 6), all
groups n = 5. *indicates differences (p < 0.05) between Group 2 and the
other groups.

analyzed by repeated-measures ANOVA; subsequently, weekly averages
were compared by Fisher’s test. Mean of data from %Abs, percentages of
cell subpopulations, and MFI from cytokines were analyzed by one-way
ANOVA and Fisher’s test for comparisons between the means. Pearson’s
correlation between %Abs, BE, percentages of cell subpopulations, and
MFI from cytokines were calculated. All statistical analyses were per-
formed using Statistics for Windows 7.0 software.

3. Results
Given that the treatment of Groups 3, 5, and 7 did not show signif-

icant differences (p > 0.05) in any of the means of BE, %Abs, cell sub-
populations, or MFI from cytokines compared to those obtained from
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indicate significant differences between the means (p < 0.05).

Group 2 rats (control challenge OVA), we focused on rats from Groups 1,
2, 4, and 6.

The rats from Groups 4 (p < 0.05) and 6 (p < 0.001) presented higher
%Abs than the rats from Groups 1 and 2 (Fig. 2). The BE kinetics are
shown in Fig. 3. The rats of Group 2 showed more BE than the rats of
Groups 1, 4, and 6 (p < 0.01) between Days 5 and 30 of the experiment.

The rats from Group 6, euthanized on Days 5 and 30 of the experi-
ment, showed a higher percentage (p < 0.05) of CD3+/CD4-+ cells (CD4
T lymphocytes) and CD3+/CD8+ cells (CD8 T lymphocytes) in the
spleen and MLN than the rest of the group (Fig. 4). The rats from Group
6, euthanized on Day 30 of the experiment, showed a higher percentage
(p < 0.05) of CD3-/CD45RA + cells (B lymphocytes) in the MLN than the
rest of the groups. In the spleen and MLN, no differences were observed

(p > 0.05) in the percentage of CD11bc + cells (macrophages) between
the different groups that were euthanized on Days 5 and 30 of the
experiment. On Day 5 of the experiment, rats from Group 2 showed a
higher (p < 0.03) mean MFI of serum IL-5 compared to rats from Groups
1, 4, and 6 (Fig. 5a). No differences were observed between mean serum
IL-5 MFI between the rats of the different groups on Day 30 of the
experiment.

The rats from Group 4 euthanized on Day 30 of the experiment
showed higher mean MFI of serum IL-2 (p < 0.01), IL-17 (p < 0.05), and
IL-22 (p < 0.05) compared to Groups 1, 2, and 6 (Fig. 5c, e and 5f,
respectively). The rats from Group 4 that were euthanized on Day 30 of
the experiment showed a higher (p < 0.04) mean MFI of serum IL-4 than
Groups 1 and 2 (Fig. 5b). The rats from Group 4 euthanized on Day 30 of
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(p < 0.05).

the experiment showed a higher (p < 0.04) mean MFI of serum IL-6
compared to rats from Group 1 (Fig. 5d). No differences (p > 0.05)
were observed between the MFI means of serum IL-2, IL-22, IL-17, IL-4,
or IL-6 among the rats of the different groups on Day 5 of the experi-
ment. The most important correlations were BE with IL-5 (r = 0.72, p <
0.001); %Abs from anti-OVA IgG with B cells (r = 059, p < 0.03); %Abs
from anti-OVA IgG with MFI from IL-4 (r = 0.6, p < 0.01), and %Abs
from anti-OVA IgG with MFI from IL-6 (r = 0.55, p < 0.03).

4. Discussion

It has been shown that some cestodes modulate the host’s immune
response to generate a more favorable environment for their establish-
ment and/or maintenance (Larralde et al., 1995). This could modify the
microenvironments of the host for establishment of other parasites. In

three previous studies, we have shown that administration of ThLVC
reduces implantation of adult H. contortus worms in the abomasum of
lambs, which was associated with changes in some cell types and
expression of some cytokines in the abomasum (Cuenca-Verde et al.,
2011; Buendia-Jiménez et al., 2015; Munoz-Guzman et al., 2021).
Therefore, it was proposed that ThLVC may be a response enhancer
through modulation of the immune response. The results obtained in
this study clearly show that total-ThLVC and the ThLVC30-100 kDa
fraction potentiate production of anti-OVA antibodies as well as some
cytokines and modify different cell subpopulations.

OVA is a weak immunogenic protein antigen, and administration of a
single dose of in rats induces production of low amounts of anti-OVA
IgG, but when it is administered together with some chemical com-
pounds that act as adjuvants, it induces a strong increase in IgG-specific
anti-OVA. Therefore, it has been widely used as a model in the
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evaluation of possible immune response adjuvants (Chandrashekar and
Venkatesh, 2012; Wusiman et al., 2019; Alqahtani et al., 2020). In this
work, we observed that administration of two doses of total-ThLVC and
ThLVC30-100 kDa (groups 4 and 6 respectively) prior to immunization
with OVA induced a much higher production of anti-OVA IgG at day 30
of expement than immunization with a single dose of OVA (group 2) in
rats. These results clearly show the potentiating effect of total-ThLVC
and ThLVC30-100 kDa antibody production and its probable adjuvant
effect.

Total-ThLVC is a complex mixture of proteins and other molecules.
In this study, we separated different fractions of this mixture, and each
fraction had a different behavior. The stimulating effect of antibody
production was only present in total-ThLVC and ThLVC30-100 kDa, so
we deduced that this effect is produced by some of the molecules found
in these fractions, therefore, molecules that are in the range of 30-100
kDa are probably the main molecules responsible for this immunosti-
mulatory effect.

In studies carried out by our group, we observed that administration
of total-ThLVC in lambs induces strong eosinophilia that lasts for several
weeks (Cuenca-Verde et al., 2011; Buendia-Jiménez et al.,, 2015;
Munoz-Guzman et al., 2021). On the other hand, airborne or systemic
administration of OVA induces an increase in eosinophils in the blood
and lungs, which is why it has been widely used in experimental models
of asthma (Hogan et al., 2003; Kumar et al., 2008). In this study, we
observed that administration of OVA intraperitoneally induced a strong
increase in BE that correlated significantly with an increase in IL-5 in the
blood (group 2); however, previous administration of total-ThLVC and
ThLVC30-100 kDa inhibited both increases (groups 4 and 6 respec-
tively), which clearly indicates that both fractions have down regulatory
effects on some elements of the immune response. The increase in pro-
duction of specific anti-OVA antibodies, at the same time as inhibition of
eosinophilia and IL-5 in blood, in rats previously treated with
total-ThLVC and ThLVC30-100 kDa, is not consistent with a classic
response of Th2 observed in other parasitic models.

In general, it is considered that CD4 lymphocytes (CD3+/CD4+)
have a regulatory function based on production of cytokines and direct
the immune response through different pathways: Th1, Th2, and Th17.
CDS8 lymphocytes (CD3+/CD8+) are effector cells whose main action is
cytotoxic attack on intracellular pathogens by inducing apoptosis and, to
a lesser extent, regulation through production of some cytokines (Mur-
phy and Weaver, 2017). In this study, we observed that administration
of ThLVC30-100 kDa prior to administration of OVA (group 6) increased
the percentage of CD4 and CD8 lymphocytes in the spleen and MLN
compared to the rest of the groups. This finding suggest that the mole-
cules of this fraction induce a broad activation of T lymphocytes, how-
ever, interventional studies are needed to assess their function.

B lymphocytes (CD3-/CD45RA+) are precursors of antibody-
producing plasma cells (Jensen et al., 1992). Administration of
ThLVC30-100 kDa prior to administration of OVA (group 6) increased
the proportion of B lymphocytes, which was significantly correlated
with a higher production of anti-OVA IgG; however, these increases
were not related to a higher production of IL4 and IL6, which suggests
that this fraction induced the production of antibodies independently of
these cytokines or that the increase in these cytokines occurred before
Day 30, so it was not detected in this study.

In the Th17 response, there is an increase in IL-17A, IL-17F, IL-21,
and IL-22 (Korn et al., 2009). The Th17 response has been associated
with a strong activation of neutrophils, making it more efficient for the
killing of extracellular invading pathogens, mainly fungi and bacteria. In
viral and parasitic infections, the role of Th17 responses is less clear, and
IL-17 has even been reported to be harmful to the host (Van De Veerdonk
et al., 2009; Deng et al, 2019). In this study, administration of
total-ThLVC and OVA (group 4) induced an increase in IL17F and IL.22
on Day 30. Although we cannot determine the possible implications of
these increases, it is clear that the combination of total-ThLVC and OVA
modifies the immune response toward a Th17 response.

Experimental Parasitology 242 (2022) 108400

The results of this study show that total-ThLVC and ThLVC30-100
kDa modify the immune response of rats in differentiated ways.
Although more studies are required to confirm our observations, the
results suggest that both fractions of ThLVC have potential to be used as
adjuvants.
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