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Abstract

The aim of the present study was to evaluate the effect of adult Fasciola hepatica excretion-secretion products administered
intraperitoneally (ip) to NIH mice, on the number of cells producing antibodies against sheep erythrocytes (thymus dependent
antigen). Thirteen mice were distributed at random into two groups which were treated ip, daily during seven days, with either
phosphate buffered saline (Group I: PBS, n = 6) or excretion-secretion products of adult Fasciola hepatica (Group Il: ESP_Fh, n=7).
At day eight, each mouse in both groups was immunized ip with sheep erythrocytes and four days later, the number of plaque-
forming cells (PFC) in a suspension of spleen cells per each mouse was recorded. The mean number (+ SEM) of PFC obtained in
the group PBS was significantly higher (72 + 10; P < 0.01) than the value observed in the group ESP_Fh (27 £ 9). The results indicate
that ESP_Fh induce immunosupression to thymus-dependent antigens in mice.
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Resumen

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto de los productos de excrecidon-secrecion de Fasciola hepatica adulta adminis-
trados via intraperitoneal (ip) a ratones NIH, sobre el nimero de células productoras de anticuerpos contra eritrocitos de borregos
(antigeno timodependiente). Trece ratones fueron distribuidos al azar en dos grupos que fueron tratados ip, diariamente durante
siete dias, ya sea con solucién salina amortiguadora de fosfatos (Grupo I: SSAF, n = 6) o con productos de excrecion-secrecion de
Fasciola hepatica adulta (Grupo Il: PES_Fh, n = 7). Al dia ocho, cada ratén en ambos grupos fue inmunizado via ip con eritrocitos
de borrego y cuatro dias mas tarde se determiné el nimero de células formadoras de placa (CFP) en una suspensién de células
del bazo de cada ratén. El nimero promedio (+ EEM) de CFP obtenido en el grupo SSAF fue significativamente mas alto (72 + 10;
P < 0.01) que el valor observado en el grupo PES_Fh (27 £ 9). Los resultados indican que los PES_Fh inducen inmunosupresién a
antigenos timodependientes en ratones.
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Introduction

he infection produced by the trematode Fas-
I ciola hepatica in cattle and sheep is known as
fascioliasis, disease which it is estimated pro-
duces annual losses of two thousand million Ame-
rican dollars.! Fascioliasis is also considered as an
important zoonosis in human beings,>* and it can
increase due to climatic changes (for example, global
warming). The control of fascioliasis is carried out
mainly by using anthelmintics; however, the parasite
has developed resistance to them," for this reason
alternative control measures are required, as for
example the development of vaccines,” but for this
there is the need to know the host immune response
against the parasite, as well as the mechanisms that
the trematode uses to avoid it. In this context, it has
been demonstrated that F. hepatica alters the immune
response of bovines,’ ovines,” and mice."”"” On the
basis of the advantages shown by the use of mice in
studies of fascioliasis immunology'*'” and in the easi-
ness to carry out the technique of hemolytic plaque
forming cells (HPFC)'" for the detection of antibo-
dy-forming cells in the primary immune response, it
was decided to carry out the present study to evaluate
the effect of excretion-secretion products from adult
F. hepatica (PES_Fh), inoculated in NIH mice, on the
production of HPFC to sheep erythrocytes (thymus-
dependent antigen).

Animals

NIH female mice, two to three months old, with an
average weight of 20 g were used. They were allocated
in plastic cages with sterilized sawdust under appro-
priate animal facility conditions. The animals were
fed with commercial food and water ad libitum.

Parasites

Complete adult Fasciola hepaticaspecimens were collec-
ted from parasitized bovine livers which were sacri-
ficed at the abattoir, then the parasites were washed
several times with sterile phosphate buffered saline
solution (PBS) in accordance with Bautista and Mori-
la.'

Excretion-secretion products from adult
F. hepatica (PES_Fh)

Once the complete and clean flukes were obtained,
the PES_Fh was prepared by using Hedon-Fleig solu-
tion, according to Bautista and Morilla."® The protein
content of the PES_Fh was determined by the Lowry
et al. method."”
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Introduccion

la infeccion producida por el trematodo Fas-

ciola hepatica en los ganados vacuno y ovino se

e conoce como fasciolosis, enfermedad que
provoca pérdidas anuales por dos mil millones de
délares.! Este padecimiento, de importancia en seres
humanos,*’ puede incrementarse por los cambios cli-
maticos (por ejemplo, el calentamiento global). El
control de la fasciolosis se lleva a cabo principalmente
por medio de antihelminticos; sin embargo, el para-
sito ha desarrollado resistencia a éstos,’ por lo que se
requiere de medidas alternas de control, entre éstas
se ha propuesto el desarrollo de vacunas,” para lo
cual se requiere conocer la respuesta inmunitaria del
portador contra el parasito, asi como los mecanismos
que utiliza el trematodo para evitarla. En este sentido,
se ha demostrado que F hepatica altera la respuesta
inmunitaria de bovinos,” ovinos”™ y ratones.'*"* Con
base en la utilidad que ha mostrado el uso de ratones
para estudios de inmunologia de la fasciolosis'""’ y en
la relativa facilidad de ejecucion de la prueba de célu-
las formadoras de placas hemoliticas (CFP),'*"” para
la deteccion de células productoras de anticuerpos en
la respuesta inmunitaria primaria, se decidi6 llevar a
cabo el presente estudio, en el que se determin6 el
efecto de los productos de excrecién-secrecion de F
hepatica adulta (PES_Fh), inoculados en ratones NIH,
sobre la produccién de CFP a eritrocitos de borrego
(antigeno timodependiente).

Animales

En el estudio se usaron ratones NIH, hembras de dos y
tres meses de edad, con peso promedio de 20 g. Luego,
bajo condiciones adecuadas de bioterio, se alojaron en
jaulas de acrilico con aserrin esterilizado y se les dio
alimento comercial y agua ad libitum.

Parasitos

Se recolectaron ejemplares adultos integros de Fasciola
hepatica a partir de higados de bovinos con fasciolosis,
sacrificados en el rastro, y luego se procedié a lavarlos
varias veces con solucion salina amortiguadora de fos-
fatos estéril (SSAF), de acuerdo con Bautista y Mori-
la."

Productos de excrecion-secreciéon de
F. hepatica adulta (PES_Fh)

Luego de recolectar las fasciolas adultas integras y
limpias, se procedi6 a preparar los PES_Fh utilizando
soluciéon de Hedon-Fleig, segin lo descrito por Bau-
tista y Morilla."® Al obtenerse los PES_Fh se determiné



Sheep Erythrocytes (SE)

SE were collected in Alsever’s solution and kept at 4°C
until used.

Determination of hemolytic plaque
forming-cells (HPFC)

The method described by Cunningham and Szen-
berg'® was used. Briefly, with two side adhesive tape
three areas of the same size were formed on a glass
slide (75 x 25 mm). Then, three clean cover slips (22
square mm) were pressed on the tape to form three
hollow chambers. Afterwards a mixture of spleen cells,
complement (final Guinea pig serum dilution 1:10)
and sheep erythrocytes (to an approximate final con-
centration of 4 x 10°/mL) was prepared. Next, with
a pipette the mixture was added to one side of the
chambers which later were sealed with hot paraffin. It
was allowed that cells settled in the chambers bottom
by putting them in horizontal position to create a
monolayer. Then, they were incubated at 37°C in a
COg incubator during 45 minutes and then, with an
optical microscope using the low resolution objective,
the number of hemolytic plaques was assessed.

Experimental design

Thirteen NIH mice were allocated at random into two
groups: those in Group I (n = 6) served as controls
and received PBS by ip route daily during seven days.
In Group II (n = 7) each mouse was inoculated daily
during seven days by ip route with 100 pg of excre-
tion-secretion products from adult Fasciola hepatica
(PES_Fh). At eighth day, all mice from both groups
were immunized by ip route with 0.2 mL of sheep
erythrocytes at 10%. Four days after immunization,
the mice were humanitarianly sacrificed to obtain
the spleen, in order to prepare a cellular suspension
in 199 medium to evaluate the number of hemolytic
plaque forming cells (HPFC), in accordance with the
Cunningham technique, which was carried out by tri-
plicate/animal. Data obtained were analyzed by analy-
sis of variance and when differences were found, the
Tukey’s test was used."

The results indicated that the treatment of mice
with excretion-secretion products from adult Fasciola
hepatica (PES_Fh) significantly lowered the number
of HPFC in comparison with the control group trea-
ted with PBS (P < 0.01) (Figure 1). The mean HPFC
number (+ SEM) was of 72 * 10 for the group trea-
ted with PBS and of 27 £+ 9 for the group treated with
PES_Fh (Figure 1). At the same time, the results indi-
cate that the PES_Fh lower the number of HPFC to
thymus-dependent antigens in the primary immune

el contenido de proteina por medio del método de
Lowry et al."’

Eritrocitos de borrego (EB)

Se recolectaron EB en solucion de Alsever y se mantu-
vieron a 4°C hasta su uso.

Determinacién de células formadoras
de placas hemoliticas (CFP)

Se sigui6 el método descrito por Cunningham y Szen-
berg.15 Brevemente se formaron tres areas de igual
tamano sobre una laminilla de microscopio (75 x
25 mm) con cinta adhesiva de dos caras. Luego, tres
cubreobjetos limpios (22 mm cuadrados) se presiona-
ron firmemente sobre la cinta para formar tres cama-
ras huecas. Posteriormente se preparé una mezcla de
las células del bazo junto con complemento (dilucién
final del suero de cuye 1:10) y eritrocitos de borrego
(a concentracion final aproximada de 4 x 10°/mL).
A continuacion se adicion6 la mezcla por medio de
una pipeta por un lado de las camaras que fueron
luego selladas con parafina caliente. Se permitié que
las células se asentaran en el fondo de las camaras al
colocarlas en posicion horizontal para formar una
monocapa. Enseguida se incubé a 37°C en una estufa
de COg2 durante 45 minutos y luego se llevo a cabo la
lectura para determinar el nimero de placas hemoli-
ticas en un microscopio 6ptico compuesto usando el
objetivo seco débil.

Disefio experimental

Trece ratones NIH fueron distribuidos al azar en dos
grupos: los del Grupo I (n = 6) fungieron como tes-
tigo y recibieron SSAF por via ip diariamente durante
siete dias. En el Grupo II (n = 7) cada ratén fue ino-
culado diariamente por siete dias por via ip con 100
pg de productos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica adulta (PES_Fh). En el octavo dia todos los
ratones de ambos grupos fueron inmunizados por via
ip con 0.2 mL de eritrocitos de borrego al 10%/ratén.
Cuatro dias después de la inmunizacion, los ratones
fueron sacrificados humanitariamente para extraerles
el bazo, con el fin de preparar una suspension celular
en medio 199 para determinar el nimero de células
formadoras de placa (CFP), de acuerdo con la técnica
de Cunningham,15 que se llevo a cabo por triplicado/
animal. Con los datos obtenidos se practicé un analisis
de varianza y cuando hubo diferencias, éstas fueron
sometidas a la prueba de Tukey.'

Los resultados indicaron que el tratamiento de rato-
nes con productos de excrecion-secrecion de Fasciola
hepatica adulta (PES_Fh) redujo significativamente el
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response, in this case SE and they are consistent with
the observation that the ip inoculation of an antigen
from adult Fasciola hepatica suppresses the response
to Bordetella pertussis (as well an thymus-dependent
antigen);'" similarly, sheep infected with F. hepatica
have shown significant lower antibody responses to
chicken erythrocytes as compared with non-infected
control animals.? In this context, studies carried out
in mice indicate that the thioredoxin peroxidase con-
tained in F. hepatica excretion-secretion products indu-
ces the alternative activation of macrophages, which
contributes, among other causes, to the induction of
Th2" responses and suppression of Thl responses.'?
Those observations and the ones obtained in this work
suggest that the protective response induced by the ip
inoculation of Freund’ s complete adjuvant in sheep,
seven days before the infection with F. hepatica,"*
generates a Thl type response which influences such
a protection. Taking into account the results of the
present study it is concluded that the technique of
HPFC was appropriate for demonstrating the immu-
nosuppression induced by the PES_Fh in mice. Such a
technique, besides being easy to carry out and cheap,
it also can be used for studying the immune response
to other parasitic infections in laboratory animals
including sheep, on the basis that this test has been
adapted for the evaluation of HPFC in lymphatic
nodules and lymph of this animal species.”'
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Figura 1: Promedio (+ EEM) de células formadoras de placa en una sus-
pension de células del bazo (2 x 10”/mL) de ratones NIH tratados por via
intraperitoneal (T) con solucion salina amortiguadora de fosfatos (SSAF)
o con productos de excrecion-secrecion de Fasciola hepatica adulta (PES_
Fh), cuatro dias después de la inmunizaciéon con eritrocitos de borrego
(EB). Cada punto representa el promedio de seis a siete ratones (P < 0.01,
prueba de Tukey).

Figure 1: Mean number (+ SEM) of plaque forming cells in a spleen cell
suspension (2 x 10°/mL) from NIH mice treated by intraperitoneal route
(T) with phosphate buffered saline solution (PBS) or with excretion-secre-
tion products from adult Fasciola hepatica (PES_Fh), four days after immu-
nization with sheep erythrocytes (SE). Each point represents the mean of
six to seven mice (P < 0.01, Tukey’s test).

numero de CFP en comparacién con el grupo testigo
tratado con SSAF (P <0.01) (Figura 1). El nimero pro-
medio (+ EEM) de CFPH fue de 72 + 10 para el grupo
tratado con SSAF y de 27 + 9 para el grupo tratado
con PES_Fh (Figura 1). Asimismo, los resultados sena-
lan que los PES_Fh en ratones reducen la formacién
de CFP a antigenos timodependientes en la respuesta
inmunitaria primaria, en este caso EB y son consis-
tentes con la observacion de que el tratamiento ip de
ratones tratados con un antigeno de F hepatica adulta
suprime la respuesta contra Bordetella pertussis (tam-
bién un antigeno timodependiente);11 similarmente,
ovinos infectados con F hepatica han presentado res-
puestas de anticuerpos significativamente mas bajas a
eritrocitos de pollo en comparaciéon con testigos no
infectados.® En este sentido, estudios en ratones indi-
can que la thioredoxin-peroxidasa contenida en los
productos de excrecién-secrecion de F hepaticainduce
la activacion alterna de macroéfagos, ello contribuye,
entre otras causas, a que haya respuestas tipo Th2" y
se supriman las respuestas tipo Th1." Esas observacio-
nesy las obtenidas en el presente trabajo sugieren que
la respuesta protectora inducida por la inoculaciéon ip
de adyuvante completo de Freund en ovinos, siete dias
antes de la infecciéon con E hepatica,'”* genera una
respuesta tipo Thl que influye en dicha proteccion.
De acuerdo con los resultados del presente trabajo,
se concluye que la prueba de CFP result6 adecuada
para demostrar la inmunosupresion inducida por los
PES_Fh en ratones. Dicha técnica, ademas de sencilla
y barata, también se puede utilizar para llevar a cabo
estudios de la respuesta inmunitaria con otras infeccio-
nes parasitarias en modelos de laboratorio e inclusive
en ovinos, puesto que la prueba se ha adaptado parala
determinacion de células formadoras de anticuerpos
en nodulos linfaticos y linfa de esta especie.”’
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