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RESUMEN

La fasciolosis producida por Fasciola hepatica es una importante enfermedad para-
sitaria de la ganadería en muchos países. En Cajamarca, Perú, se reportan prevalencias
superiores al 80% en el ganado lechero. El objetivo del estudio fue evaluar la capacidad
de proliferación y la expresión de citoquinas (IFN-γ e IL-4) en células mononucleares de
sangre periférica de terneras y vacas naturalmente infectadas, contra el antígeno no
específico fitohemaglutinina y los antígenos específicos de excreción-secreción del esta-
dio inmaduro y maduro de F. hepatica. La capacidad proliferativa fue determinada por
linfoproliferación in vitro y la expresión de citoquinas se evaluó en sobrenadantes de
cultivo celular por la técnica de ELISA. Las vacas infectadas con F. hepatica mostraron
una disminución de la capacidad de respuesta frente a estímulos proliferativos
inespecíficos y específicos. En el perfil de citoquinas contra el estímulo específico se
encontró una baja expresión de IFN-γ, mientras que la respuesta de IL-4 fue alta, lo que
indica que la respuesta permanece polarizada hacia una respuesta de tipo Th2. En el
análisis comparativo, las terneras expresaron niveles de IFN-γ más altos que los valores
obtenidos en las vacas, pero con una expresión similar de IL-4. No se observaron diferen-
cias en la respuesta inmune a los antígenos del estadio inmaduro y maduro del parásito.
Los resultados demuestran que a medida que la enfermedad progresa se expresa una
respuesta inmunomoduladora en los animales adultos naturalmente infectados con F.
hepatica.

Palabras clave: Fasciola hepatica, respuesta inmune celular, infección natural, gana-
do vacuno lechero, Cajamarca
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ABSTRACT

Fasciolosis caused by Fasciola hepatica is an important parasitic disease of livestock
in many countries. In Cajamarca, Peru, prevalence rates above 80% are reported in dairy
cattle. The aim of the study was to assess the proliferative capacity and expression of
cytokines (IFN-γ and IL-4) in peripheral blood mononuclear cells from cows and calves
against nonspecific phytohemagglutinin and specific excretory-secretory antigens from
immature and mature stages of F. hepatica. The proliferative capacity was determined by
in vitro lymphocyte proliferation and the cytokine expression was evaluated in cell culture
supernatants by ELISA. Cows infected with F. hepatica showed a decreased capacity to
respond against nonspecific and specific proliferative stimulus. In the cytokine profile
against specific stimulus, IFN-γ expression was low while IL-4 response was high,
indicating that the response remains polarized towards a TH2 type response. Naturally
infected calves expressed higher IFN-γ levels compared to cows, with a similar expression
of IL-4 between both groups of animals. No differences were observed in the immune
response to antigens of immature and mature stages of the parasite. The results show an
immunomodulatory response in adult animals that are naturally infected with F. hepatica
as the disease progresses.

Key words: Fasciola hepatica, cellular immune response, natural infection, dairy cattle,
Cajamarca

INTRODUCCIÓN

La infección por Fasciola hepatica es
considerada en el Perú como una enferme-
dad infecciosa parasitaria emergente en sa-
lud pública (Marcos et al., 2007). Asimismo,
es la zoonosis helmíntica más importante en
varias regiones del mundo, afectando princi-
palmente a humanos, bovinos, ovinos y
caprinos (Robinson y Dalton, 2009). La en-
fermedad humana y animal está distribuida
en el 71% del territorio peruano y es endémi-
ca de la sierra (Claxton et al., 1997; Marcos
et al., 2004; Valencia et al., 2005; Lopez et
al., 2012). En la provincia de Cajamarca,
donde la industria lechera es una actividad
económica importante, la prevalencia en el
ganado bovino es superior al 75% (SENASA,
2007).

En zonas endémicas del Perú, la enfer-
medad en el ganado constituye un significati-
vo impacto económico, con pérdidas no me-
nores a los US$50 millones al año (Espinoza

et al., 2010). Estas pérdidas son principal-
mente por disminución de la producción le-
chera y de la fertilidad, menor ganancia de
peso, decomiso de órganos en los centros de
beneficio y costos en el tratamiento
antiparasitario. La fasciolosis en el ganado
bovino lechero en Cajamarca se controla prin-
cipalmente por quimioterapia y apoyada con
actividades de manejo agropecuario; sin em-
bargo, el problema persiste y empeora, debi-
do a la resistencia que ha mostrado el parási-
to a dosis estándares de triclabendazol, el
antihelmíntico más usado contra esta
parasitosis (Ortiz et al., 2013).

Aunque el uso de una vacuna es una
estrategia que podría controlar eficazmente
el problema de la fasciolosis en Cajamarca,
todavía no ha sido posible su desarrollo, debi-
do a vacíos de conocimiento sobre las carac-
terísticas de la respuesta inmunitaria del hos-
pedero a la infección (Ortiz et al., 2000) y se
carece de estudios que permitan entender la
respuesta inmunitaria celular en ganado con
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infección natural. Por tal motivo, el presente
trabajo evaluó la capacidad de proliferación
y la expresión de citoquinas (IFN-γ e IL-4)
en células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de terneras y vacas in-
fectadas naturalmente, frente a un antígeno
no específico, la fitohemaglutinina (PHA) y
frente a dos antígenos específicos de excre-
ción/secreción del estadio inmaduro (FhESP-
I) y maduro (FhESP-M) de F. hepatica.

MATERIALES Y MÉTODOS

Ubicación

El presente estudio fue realizado en el
valle de Cajamarca, Perú, y en el Laborato-
rio de Inmunología e Investigación de la Fa-
cultad de Ciencias Veterinarias de la Univer-
sidad Nacional de Cajamarca (UNC).

Animales y Diseño Experimental

Dieciocho animales hembras de raza
Holstein fueron seleccionados de varios es-
tablos lecheros, donde 12 animales estaban
infectados naturalmente con F. hepatica. Las
terneras tenían entre 4 y 8 meses de edad y
las vacas, entre 2 y 6 años. La infección fue
demostrada por estudio coproparasitológico
(técnica de sedimentación rápida) e
inmunológico (inmunoblot). Muestras de san-
gre fueron obtenidas de cada animal por pun-
ción de la vena yugular en tres oportunida-
des, usando tubos heparinizados de extrac-
ción al vacío.

Preparación de Antígenos

FhESP-M fue obtenido de especímenes
maduros de F. hepatica, recuperados desde
conductos biliares de hígados infectados co-

Se aplicó el siguiente diseño experimental con seis animales por grupo: 
 
Grupos Antígenos Evaluaciones 
Terneras infectadas (TI) Cultivo celular de PBMC 

estimuladas con FhESP-
M, FhESP-I y PHA 

 Capacidad linfoproliferativa 
 Expresión de citoquinas 

(IFN-γ e IL-4) 
Vacas infectadas (VI) 
Control no infectado (CNI)1 

PBMC: células mononucleares de sangre periférica 
FhESP-M: antígeno específico de excreción-secreción del estadio maduro de F. hepatica 
FhESP-I: antígeno específico de excreción-secreción del estadio inmaduro de F. hepatica 
PHA: antígeno inespecífico fitohemaglutinina (mitógeno) 
1 Compuesto por terneras y vacas  
 

lectados en el camal local; mientras que
FhESP-I fue obtenido desde especímenes
inmaduros de 28 días de la infección, recu-
perados del parénquima hepático de cuyes
(Cavia porcellus).

La obtención de los antígenos requirió
del cultivo de los especímenes y posterior
centrifugación del sobrenadante, para lo cual
se siguió el protocolo descrito por Ortiz et al.

(2000), con ligeras modificaciones (en vez de
utilizar un espécimen maduro por 3 ml de
medio se usó 1 ml y 0.5 ml de medio RPMI
1640 para el estadio maduro e inmaduro, res-
pectivamente; además los especímenes solo
se incubaron por 12 horas).

La concentración proteica de los
antígenos fue determinada con el kit comer-
cial Quick Start™ Bradford Protein Assay
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(Bio-Rad®) por espectrofotometría molecular
y varió desde 500 a 1000 µg/mL. El antígeno
inespecífico (mitógeno) fue PHA comercial
(Sigma Aldrich®).

Aislamiento de PBMC

Las PBMC fueron recuperadas desde
sangre periférica por centrifugación de
gradiente de densidad en Histopaque 1077
(Sigma Aldrich®). La viabilidad celular fue
determinada en cámara de Neubauer, previa
coloración con azul de tripán 0.4%, y varió
entre 97 y 99% (Siga Aldrich®).

Ensayo de Linfoproliferación

La capacidad linfoproliferativa frente a
FhESP-M, FhESP-I y PHA fue evaluada con
5 µg/mL, a razón de 2x105 células/100 µL/
pocillo. Posterior a la incubación a 37 ºC y
5% de CO2 por 72 h, se determinó la prolife-
ración por reacción colorimétrica usando
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
comercial (Sigma Aldrich®). La variación de
la proliferación fue evaluada por el índice de
estimulación.

Expresión de Citoquinas

Las PBMC fueron cultivadas a razón
de 4x105 células/200 µL/pocillo. Las concen-
traciones de los antígenos evaluados fueron:
PHA 10 µg/mL, FhESP-M y FhES-I 10 µg/mL
(para IFN-γ), y 10 y 20 µg/mL (para IL-4).
La concentración de IFN-γ y IL-4 fue deter-
minada en sobrenadantes de cultivo celular
por la técnica de ELISA, para los cuales se
utilizaron los kits comerciales Bovine IFN
Gamma ELISA Reagent Set (Genway
Biotech®) y Bovine Interleukin-4 ELISA Kit
(Bio-Rad®).

Análisis Estadístico

Se realizó el análisis de varianza y com-
paraciones múltiples de Tukey para determi-
nar diferencias entre grupos y antígenos en
relación a la capacidad proliferativa y expre-
sión de citoquinas. Se consideró significativo

un nivel de p<0.05. En el análisis se utilizaron
los paquetes estadísticos SPSS 22.0 e
Infostat/E.

RESULTADOS

Las PBMC de terneras y vacas infec-
tadas naturalmente con F. hepatica mostra-
ron una disminuida capacidad de respuesta
proliferativa inespecífica frente al mitógeno
PHA en relación al control no infectado. De
manera similar, los animales infectados mos-
traron una débil respuesta proliferativa a los
antígenos específicos de F. hepatica (Fig. 1).

El análisis de varianza indicó diferencia
estadística entre los promedios de índices de
estimulación proliferativa en relación a gru-
pos y antígenos (p<0.001). No obstante la débil
respuesta proliferativa de los grupos TI y VI
frente al estímulo inespecífico (PHA), las
PBMC del grupo de las TI mostraron una
respuesta superior en comparación al de las
VI (p<0.05). Por otro lado, no se encontró
diferencia estadística entre los antígenos es-
pecíficos en la respuesta proliferativa; sin
embargo, ambos indujeron una débil respuesta
en comparación al PHA (p<0.05).

La estimulación con el antígeno ines-
pecífico (PHA) indujo una moderada expre-
sión de IFN-γ en todos los animales, siendo
más potente en los animales del grupo con-
trol CNI que en el de los infectados (Fig. 2).
De forma similar, la expresión de IL-4, al usar-
se PHA como estímulo, fue inducida
exitosamente en todos los animales, pero en
menor proporción respecto al IFN-γ (Fig. 3).
Cuando las células fueron estimuladas con
antígenos específicos (FhESP), ningún grupo
experimental produjo cantidades altas de
IFN-γ (Fig. 2). Caso contrario sucedió con la
expresión de IL-4, donde los animales infec-
tados respondieron con cantidades altas al ser
estimulados (Fig. 3).

No obstante la baja expresión de IFN-γ
de los grupos TI y VI frente al estímulo es-
pecífico (FhESP), el análisis de varianza mos-
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Figura 1. Promedio de los índices de estimulación proliferativa de las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) de los animales infectados (terneras [TI] y vacas [VI]) y
no infectados (CNI) con F. hepatica, frente a los antígenos FhESP Maduro, FhESP
Inmaduro y PHA

 

Figura 2. Promedio de la expresión de IFN-γ (ng/mL) de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de los animales infectados (terneras [TI] y vacas [VI]) y no
infectados (CNI) con F. hepatica, frente a los antígenos FhESP Maduro, FhESP
Inmaduro y PHA
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tró diferencia estadística entre los promedios
de IFN-γ e IL-4 en relación a los grupos y
antígenos (p<0.001). Las PBMC del grupo
de las TI expresaron una cantidad
significativamente mayor de IFN-γ en com-
paración a las VI (p<0.05). La expresión de
citoquinas fue estadísticamente similar, tanto
al usarse los antígenos provenientes de esta-
dios inmaduros y maduros del parásito.

DISCUSIÓN

Los resultados de linfoproliferación su-
gieren un efecto inmunosupresor de la infec-
ción por F. hepatica sobre los PBMC de los
animales infectados. De hecho, en las TI,
debido a la probable infección reciente o cam-
bio de la fase aguda a crónica, el grado de
inmunosupresión es menor; mientras que las
VI, por su mayor edad, mayor tiempo de
enfermedad y resistencia del parásito a ser
eliminado con tratamiento farmacológico, se
encuentran en fase crónica, en la cual la

inmunosupresión es mayor. El efecto
inmunosupresor de F. hepatica se explica
por los múltiples papeles que juegan los
antígenos parasitarios en la evasión e
inmunomodulación ejercida por el parásito
(Flynn et al., 2010).

El efecto de F. hepatica sobre la res-
puesta de las PBMC a mitógenos ha sido
estudiada en bovinos (Brown et al., 1994;
McCole et al., 1999), caprinos (Martínez-
Moreno et al., 1999) y ratas (Cervi et al.,
2001; Tliba et al., 2002a; Gironenes et al.,
2007), poniendo de manifiesto diferencias
interespecíficas, así como entre infecciones
agudas y crónicas. Así, por ejemplo, en ga-
nado vacuno infectado se produce una ele-
vada respuesta a mitógenos con producción
de IFN-γ en fases agudas, mientras que en
fases crónicas cae tanto la respuesta a
mitógenos como la producción de IFN-γ
(Clery et al., 1996).

Este efecto inmunosupresor en fases
crónicas fue observado previamente en en-

Figura 3. Promedio de la expresión de IL-4 (ng/mL) de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMC) de los animales infectados (terneras [TI] y vacas [VI]) y no
infectados (CNI) con F. hepatica, frente a los antígenos FhESP Maduro, FhESP
Inmaduro y PHA
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sayos experimentales en cabras (Martínez-
Moreno et al., 1997; Gironenes et al., 2007)
y ratas (Cervi et al., 1998; Gironenes et al.,
2007). No obstante, el presente trabajo es
pionero en el estudio de la capacidad
proliferativa y la expresión de citoquinas en
PBMC de ganado vacuno lechero infectado
naturalmente con F. hepatica en respuesta
al mitógeno PHA y antígenos de secreción-
excreción del estadio inmaduro y maduro del
parásito.

El efecto inmunomodulador no varió
respecto al origen de proteínas de secreción-
excreción (estadio inmaduro o maduro de F.
hepatica), donde se ha descrito que la com-
posición molecular y su proporción varían
según el estadio del parásito (Morphew et
al., 2007; Robinson et al., 2009); y que, por
lo tanto, las proteínas de secreción-excreción
de ambos estadios tienen el potencial de ser
inmunomoduladores del sistema inmune del
hospedero.

En el presente estudio, tal como se es-
peraba, los animales controles (CNI) no mos-
traron respuesta proliferativa a los estímulos
específicos por carecer de exposición pre-
via, mientras que los animales infectados (TI
y VI) mostraron una respuesta muy baja, sien-
do las TI las que mostraron una respuesta
superior. Estos resultados podrían indicar que
las terneras, debido a una infección reciente,
aún tienen la capacidad de respuesta
proliferativa específica. Sin embargo, el fallo
a la respuesta proliferativa en las VI frente a
antígenos específicos concuerda con estudios
previos en ovinos (Chauvin et al., 1995;
Moreau et al., 1998), ratas (Gironenes et al.,
2007), bovinos (Bossaert et al., 2000) y
caprinos (Martínez-Moreno et al., 1997), lo
que confirma el efecto inmunomodulador que
ejercen las proteínas de excreción-secreción
del parásito sobre el sistema inmunológico del
hospedero.

En cuanto a la expresión de citoquinas,
el perfil observado con baja expresión de
IFN-γ y alta de IL-4 demuestra que la res-
puesta inmune celular en ganado lechero in-

fectado naturalmente con F. hepatica está
polarizada hacia una respuesta tipo Th2. Asi-
mismo, la mayor expresión de IFN-γ en las
terneras respecto a las vacas demuestra la
inmunomodulación de la respuesta a medida
que avanza la enfermedad. Las terneras ,de-
bido a su infección reciente, responden toda-
vía, aunque débilmente, con expresión de
IFN-γ antes de polarizarse a una respuesta
Th2, donde la IL-4 es la dominante.

Estos resultados concuerdan con otros
estudios, donde quedó de manifiesto la pro-
ducción de IFN-γ típica de la respuesta Th1
durante las primeras semanas de infección
(Clery et al., 1996; Tliba et al., 2002a,b); sin
embargo, en etapas crónicas esta producción
decae hasta extinguirse, evidenciándose el
cambio a una respuesta Th2 con elevada ex-
presión de IL-4 (Brown et al., 1994; O’Neill
et al., 2000; Gironenes et al., 2007). No obs-
tante, en un estudio en ovejas cola delgada
de Indonesia (ITT) resistentes a infección por
F. gigantica (Pleasance et al., 2011) y en
otro en conejos con alta protección conferi-
dos con una vacuna contra F. hepatica (Es-
pino y Rivera, 2010), se demuestra que una
respuesta temprana tipo Th1 o la dominancia
de esta está asociada a la protección y resis-
tencia a la infección.

El presente estudio, no obstante, reitera
que la respuesta en animales naturalmente
infectados está polarizada hacia una respues-
ta de tipo Th2, lo que evidencia el efecto
inmunosupresor e inmunomodulador que ejer-
ce la infección por F. hepatica en el hospe-
dero. Estos resultados concuerdan con un tra-
bajo realizado también en ganado lechero in-
fectado natural y crónicamente con F.
hepatica en Brasil, donde se demostró que
las células de tejido hepático de los animales
expresaban altas cantidades de IL-4 e IL-10
en relación al IFN-γ, típica de una respuesta
Th2 (Mendes et al., 2013).

Estos resultados también ponen en evi-
dencia que el efecto inmunosupresor e
inmunomodulador hacia una respuesta tipo
Th2, que induce la infección por F. hepatica
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en ganado naturalmente infectado, podría
afectar su capacidad para responder normal-
mente a otras infecciones, principalmente a
aquellas que requieren de una potente res-
puesta tipo Th1, como las producidas por
agentes biológicos intracelulares. Esta con-
secuencia negativa y agravante de la infec-
ción por F. hepatica ha sido reportada en
estudios con animales infectados experimen-
talmente con F. hepatica y otros agentes in-
fecciosos como Mycobacterium tuberculo-
sis (Flynn et al., 2007), Bordetella pertusis
(Brady et al., 1999) y Toxoplasma gondii
(Miller et al., 2009).

La capacidad inmunomoduladora de los
FhESP sobre el hospedero se explica por la
amplia variedad y funciones de las proteínas
que los componen (O’Neill et al., 2001;
Dalton et al., 2003; Morphew et al., 2007;
Robinson et al., 2009; Dowling et al., 2010).
Entre estas proteínas, la peroxirredoxina
(FhPrx) demostró inducir la activación de los
macrófagos por la vía alternativa (AAMØ)
y, esta a su vez, promueve la respuesta Th2
(Donnelly et al., 2005; Robinson et al., 2010).
También, la catepsina L1 (FhCL1) ha demos-
trado que inhibe la activación de los
macrófagos por la vía clásica (CAMØ) y
suprime el desarrollo de una respuesta Th1
(Hamilton et al., 2009). Asimismo, se ha de-
mostrado, además, que los FhESP inducen
propiedades tolerogénicas en células
dendríticas mieloides e inhiben la respuesta
proliferativa de células esplénicas a mitógenos
(Cervi y Masih, 1997; Falcón et al., 2010).

Por otro lado, la expresión de citoquinas
no se diferenció al usarse los antígenos pro-
venientes de estadios inmaduros y maduros
del parásito, en los que se han descrito dife-
rencias de proporción y composición
molecular (Morphew et al., 2007; Robinson
et al., 2009). Esto sugiere que tanto el esta-
dio inmaduro que migra a través del
parénquima hepático, como el maduro que
ocupa los conductos biliares, tienen la capa-
cidad para inmunomodular la respuesta in-
mune del hospedero a través de la acción de
sus proteínas de secreción-excreción.

Los resultados sugieren que la respues-
ta inmune tipo Th2 en ganado naturalmente
infectado con F. hepatica, observada pre-
viamente en infección experimental, puede
también ser responsable del establecimiento
de la fase crónica, reinfección y el manteni-
miento de la infección natural en ganado que
se encuentran en continuo contacto con el
parásito.

CONCLUSIONES

 Vacas y terneras naturalmente infecta-
das con F. hepatica mostraron una dis-
minuida capacidad linfoproliferativa
frente a estímulos inespecíficos (PHA)
y específicos (FhESP), poniendo de ma-
nifiesto el efecto inmunosupresor de la
infección.

 Las vacas infectadas responden con una
respuesta inmune polarizada Th2, con
niveles bajos de IFN-γ y altos de IL- 4.

 Las terneras infectadas expresaron ni-
veles más altos de IFN-γ en compara-
ción a las vacas, pero similares de IL-4,
lo que demuestra la inmunomodulación
de la respuesta a medida que avanza la
enfermedad.

 Los antígenos específicos del estadio in-
maduro y maduro del parásito no mos-
traron inducir una respuesta inmune di-
ferente.
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