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ABSTRACT

The cutaneous habronemiasis is a common cause of ulcerative granulomas in equines around the
world. Different studies suggest that the animal produces a hypersensitivity reaction to the larvae
deposited in their skin. The scientific literature reports positive results in the majority of the cases
treated with traditional therapies.

In this case the animal presented a massive chronic granulomartous lesion in his right front limb.
After performing the habronemiasis diagnosis the horse was treated using traditional therapies
without a satisfactory result. Because of this, we proceeded to implant approximately 3 millions
of allogenic adipose derived stem cells in the jugular vein. A complete remission of the granuloma
was obtained 53 days after the implantation of the cells. The results obtained in this clinical case
suggest that the implanted stem cells had an inmunomodulatory effect over the hypersensivity
reaction of the parient.

Keywords: habronemiasis, hypersensitivity, mesenguimal stem cells, immune regulation, equine.

RESUMEN

La habronemiasis cutdnea es una causa comin de granulomas ulcerativos en equinos alrededor del
mundo. Diferentes estudios sugicren que el animal desencadena una reaccién de hipersensibilidad
a las microfilarias depositadas en su piel. La literatura cientifica reporta que en la mayoria de los
casos se obtienen resultados positivos al utilizar las terapias tradicionales.

En este caso ¢l animal presentaba una lesion granulomatosa masiva crénica en su miembro an-
rerior derecho. Luego de realizar el diagnéstico de habronemiasis cutdnea, el caballo se traté por
medio de terapias tradicionales sin obtener una respuesta satisfactoria. Debido a esto se procedié a
implantar aproximadamente 3 millones de células madre alogénicas de origen adiposo en la vena
yugular. Después de realizado este procedimiento se obtuve una remisién total del granuloma, 53
dfas después de implantadas las células. Los resultados obtenidos en este caso clinico sugieren que
las células madre implantadas tuvieron un efecto inmunomodulador sobre la reaccién de hipersen-
sibilidad que sufria el paciente.

Palabras claves: habronemiasis, hipersensibilidad, células madre mesenquimales, regulacién inmu-
ne, equino.
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Abreviaturas
MSC: Células madre mesenquimales.

ADSC: Células madre derivadas de tejido adiposo.

TNF-a: Factor de necrosis tumoral c.
[FN-y: Interferény.
[L-10: Interleukina-10.

RAQ: Obstruccién recurrente de las vias respiratorias.

INTRODUCCION

La habronemiasis curdnea es una cau-
sa comun de granulomas ulcerativos en
equinos alrededor del mundo. Existen
tres especies de nemartodos relacionados
con esta enfermedad, estos son: Habro-
nema muscae, Habronema microstoma y
Draschia - megastoma. Dichos pardsitos
habitan en el estémago de los equinos.
Los huevos y las larvas son excretados en
las heces y son ingeridos por los estadios
inmaduros de la mosca (Musca domestica
y Stomoxys calcitrans) que habitan alli. Las
larvas infectantes son depositadas en zo-
nas hiimedas o heridas abiertas donde la
mosca se alimenta (Klei, 1992; Moriello
et al., 1998; Pusterla et af., 2003; Scott &
Miller, 2003).Una vez que la larva ingresa
en el hospedero este monta una respues-
ta de hipersensibilidad a la presencia de
larvas muertas en el tejido, lo que produ-
ce una lesién granulomatosa ulcerativa,
la cual es esporidica dentro de un gru-
po de animales, pero existen individuos
que pueden presentar una predisposicién
genérica a la recurrencia (Moriello ez al.,
1998). Normalmente, las lesiones se lo-
calizan en los miembros, la regién ventral
del abdomen, el prepucio, el proceso ure-
tral y el canto medial del ojo (Klei, 1992;
Moriello ez al., 1998: Pusterla e al., 2003;
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Scott & Miller, 2003). La lesién puede
ser inica o multiple y se caracteriza por
el ripido desarrollo de una inflamacién
granulomatosa, ulceracién, hemorragias
intermitentes, exudado serosanguinolen-
to y granulacién exuberante. Se pueden
encontrar ademds granulos calcificados
(1 mm), los que representan tejido ne-
crético caseoso que rodea a la larva del
nematodo. Normalmente se presenta
prurito de moderado a severo y en algu-
nos casos automutilacion (Moriello ez 2/,
1998; Scotc & Miller, 2003). Al realizar
una biopsia de este tejido se van a obser-
var varios tipos de dermatitis que van de
nodular a difusa. La reaccién inflamato-
ria va a contener una numerosa cantidad
de eosindfilos y mastocitos. Ademis de
estos hallazgos se van a presentar dreas
multifocales de necrosis coagulativa con o
sin la presencia de larvas (Moriello ez 4l.,
1998; Scott & Miller, 2003). Se reportan
diferentes abordajes terapéuticos, pero
normalmente se recomienda la terapia
antihelmintica (ivermectina o moxidecti-
na) y el uso de glucocorticoides (tépicos
o sistémicos). En casos donde la lesion
es de mayor tamafio se reporta la urili-
zacién de criocirugia o cirugfa (paralelo
a las terapias antes mencionadas) (Klei,
1992; Moriello er al., 1998; Pusterla et
al., 2003; Scott & Miller, 2003).



Por otro lado, las células madre de origen
mesenquimal (MSC) son células prima-
rias que se encuentran en diferentes teji-
dos de animales adultos. El tejido adipo-
so se deriva del mesodermo y contiene
una poblacién microvascular de células
endoteliales, musculo liso y células ma-
dre. Estas pueden ser enzimdticamente
extraidas del tejido adiposo y separadas
de los adipositos por centrifugacién y fil-
tracién. Una vez realizado este procedi-
miento una poblacién mds homogénea
emerge en condiciones de cultivo celular.
Esta poblacion, llamada células madre
derivadas de tejido adiposo (ADSC, por
sus siglas en inglés), comparte muchas
caracteristicas con las MSC de otros te-
jidos, incluyendo su potencial prolife-
rativo y su habilidad de diferenciacién
multilinear (Strem et al, 2005; Zuk et
al., 2001 y 2002). Diferentes estudios
han demostrado que las MSC poseen
un efecto regulatorio sobre distintas cé-
lulas del sistema inmune. Estas modulan
la respuesta de linfocitos Ty B, células
NK y células dendriticas (Di Nicola ez
al., 2002; Meisel et al., 2004; Aggarwal
& Pittenger, 2005; Beyth ez al, 2005;
Glennie er 4/, 2005). Las MSC estimu-
lan que estas células presenten un feno-
tpo mds antinflamatorio o tolerante.
Especiﬁcamente'causan que se produz-
ca una disminucién de la secrecion del
factor de necrosis tumoral o (TNF-a)
e interferén ¥ (IFN-y) y un incremento
en la sintesis de la interleukina-10 (IL-
10) (Di Nicola er al., 2002; Aggarwal
& Pittenger, 2005; Beyth er al., 2005;
Glennie ¢ al, 2005). Estos resultados
sugieren que la tolerancia inducida por
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las MSC en las células del sistema inmu-
ne puede utilizarse con fines terapéuticos
modulando la inflamacién (Aggarwal
& Pittenger, 2005). Se ha determinado,
ademds, que los trasplantes alogénicos de
MSC con varios pasajes en cultivo, no
son rechazados por el receptor y poseen
el mismo efecto inmunorregulatorio que
la reimplantacién de células autdlogas
(Di Nicola ez al., 2002; Aggarwal & Pit-
tenger, 2005; Mclntosh er al., 2006). El
objetivo principal de este reporte de caso
es resaltar el efecto inmunomodulador
de las ADSC y su posible aplicacién en
casos de reacciones de hipersensibilidad
o enfermedades autoinmunes.

MATERIALES Y METODOS
Descripcidn del caso

Un caballo de paso costarricense, ma-
cho, de 8 afios de edad fue referido al
Hospital de Especies Mayores, Escuela
de Medicina Veterinaria, Universidad
Nacional, Costa Rica. El animal pre-
sentaba una lesién granulomatosa ma-
siva (30 cm de largo x 12 ¢m de ancho)
en su miembro anterior derecho (Fig.
1). Ademds, presentaba un prurito
intenso y la lesién producia exudados
serosanguinolentos. Segin los datos
obtenidos, la lesion habia aparecido
aproximadamente hacia un afo, luego
de que el animal sufrié una herida en
dicho miembro. El caballo habia sido
tratado anteriormente con diferentes
protocolos combinando ivermectina y
prednisolona sin mucho éxito. Debido
a estos hallazgos se procedié a tomar
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una serie de biopsias de la lesion. Los
resultados revelaron una dermatitis
ulcerativa necrética con una masiva
infiltracién de eosindfilos. Ademsds, en
varias secciones se presentaba necrosis
de coldgeno y vasculitis. En las biopsias
no se encontraron larvas de nematodo,
ni ningtn indicio de infeccion fingica.
Estos resultados, en conjunto con la
historia y los signos clinicos, llevaron al
diagnéstico de habronemiasis cutdnea.
El granuloma estaba intimamente
relacionado con las estructuras del
miembro (tendones, ligamento, vaina
sinovial, hueso), por lo que se descart6
la excisién quirdrgica o la criocirugfa,
ya que los tejidos mencionados podian
ser danados. Debido a esto se traté el
equino con prednisolona intramus-
cular (1 mg/kg/dia) por dos periodos
de 15 dias, con un intervalo de una
semana cada uno. Ademds, se le admi-
nistraron dos dosis de ivermectina oral
(200 ug/kg), con una separacién de 15
dfas cada una. Después de terminado
este protocolo se observé una mejo-
ria minima en el aspecto de la lesién
e intensidad del prurito (Fig. 2). Adn
asi, 6 dias después de terminar con la
terapia hubo una recurrencia del pru-
rito con consecuente automutilacién.
Al no obtener el resultado esperado se
decidié detener los medicamentos y
se continué por un lapso de 6 sema-
nas con hidroterapia dos veces al dia,
ademds de lavados con clorhexidina en
la lesién. Durante este tiempo la lesion
se mantuvo estable, pero el animal pre-
sentaba ain mucho prurito.
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Aislamiento, cultivo y reimplanta-
cién de las ADSC

Con el fin de regular de alguna mane-
ra el proceso inflamarorio tan severo
que sufria el paciente, se procedié a
implantar células madre alogénicas de
origen adiposo. Las células utilizadas
fueron extraidas de la grasa de una ye-
gua drabe de 12 anos, por medio de
un protocolo previamente establecido
(Estrada, 2007). Una vez que se al-
canzd la confluencia en la botella de
cultivo (aproximadamente 3 millones
de células), se procedié a recolectar las
células y montarlas en una solucién
isoténica para su transporte e implan-
tacién. Las ADSC se transportaron en
frio hasta el Hospital de Especies Ma-
yores, Escuela de Medicina Veterina-
ria, Universidad Nacional. Al animal
se le coloc6 un catéter gauge 14 x 2
1/2 en la vena yugular, con las debidas
medidas de asepsia y depilacién. Una
vez realizado esto se le administraron
las células via endovenosa.

RESULTADOS

Aproximadamente una semana des-
pués de implantadas las células se em-
pezd a notar una mejoria en la tonali-
dad y el tamafio de la lesidn, ademds,
disminuyeron marcadamente el pruri-
to y la automutilacién. A los 15 dias se
podian notar puentes de epitelio en la
lesién (Fig. 3). El equino se mantuvo
en observacién en el hospital hasta que
se alcanzd la remisién completa de la
lesién, 53 dias después de implantadas



las células (Fig. 4). Nueve meses des-
pués de realizado este tratamiento, el
animal no ha sufrido una recaida.

DISCUSION

La habronemiasis cutdnea es una pa-
tologia relativamente comin en equi-
nos. Aunque la patogénesis exacta de
la enfermedad no ha sido dilucidada
atin, diferentes autores sugieren que la
formacién del granuloma va a ser de-
pendiente de una reaccién de hipersen-
sibilidad a las larvas muertas dentro del
tejido (Klei, 1992; Moriello ez al., 1998;
Pusterla er al, 2003; Scott & Miller,
2003). Estas afirmaciones se basan en
que la enfermedad es esporddica y afec-
ta solo a ciertos individuos de un haro;
existe cierta predisposicién genética a
las recurrencias anuales (normalmente
en las temporadas secas donde hay un
aumento en la poblacién de las mos-
cas) y en algunos casos, la utilizacién de
glucocorticoides como agente tinico se
reporta como curativo (Moriello ef al.,

1998 Scort & Miller, 2003).

Debido al efecto modulador sobre el sis-
tema inmune se puede inferir que, en este
caso en particular, las ADSC regularon
de alguna manera la reaccién de hiper-
sensibilidad tan severa y descontrolada
que presentaba el paciente. Al controlar
la cascada inflamatoria se normalizaron
los procesos y permitié que se lograra
estimular una cicatrizacién normal en el
drea afectada. Es probable que el efecto de
las terapias celulares para el tratamiento
de la habronemiasis no serfa tan efectivo
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si no se utiliza en combinacién con un
endectocida (ivermectina o moxidecti-
na), ya que las ADSC no tienen un efecto
larvicida. Si persisten las larvas en la le-
sién, la reaccidn no podria ser controlada
completamente. Sin embargo, aunque
el resultado que se presentd en este caso
en particular fue excelente, la mayorfa
de este tipo de lesiones va a responder a
las terapias tradicionales. Adn asi existen
otros tipos de enfermedades con un fon-
do inmune que no responden tan efec-
tivamente al tratamiento y podrian ser
tratadas en un futuro por medio de las
MSC. Podemos nombrar algunas como
la obstruccién recurrente de las vias respi-
ratorias (RAQ), hipersensibilidad a insec-
tos, urticaria, atopias, alergia a alimentos
v vasculitis (Swiderski, 1998). Ademis
de estas patologfas, las enfermedades
autoinmunes también forman parte del
grupo de las hipersensibilidades. Estas re-
sultan por la interaccién de linfocitos T
autorreactivos (dependientes de células
B) y autoanticuerpos. Hasta hace poco,
el objetivo principal de la terapia era la
supresién no especifica de los procesos in-
flamatorios, esto hacfa que en la mayoria
de los casos, la cura de la enfermedad no
se obtuviera. Ademds, los medicamentos
inmunosupresores pueden llegar a pro-
ducir efectos secundarios severos en los
pacientes después de realizarse terapias

prolongadas (Swiderski, 1998).

Debido a este efecto regulatorio sobre
las células inmunes, se estd realizando
una numerosa cantidad de estudios en
enfermedades tan diversas como lu-

pus, pénfigo, Enfermedad de Crohn,
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esclerosis multiple, artritis reumatoide,
escleroderma, etc. (Dazzi et al., 2007).
Por las razones anteriormente expues-
tas, el fin principal de presentar este
caso es el de llamar la atencion de los
profesionales en ciencias médicas sobre
el potencial que tiene esta linea de te-
rapia, en lo que respecta al control de
reacciones de hipersensibilidad y en-
fermedades autoinmunes. Por ende,
consideramos de vital importancia que
esta experiencia se tome como base
para realizar estudios cientificos que
permitan la utilizacién de esta terapia a
mediano plazo en nuestros pacientes.
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ANEXOS

Fig, 1. Ulcera debridada en el momento que llegoal  Fig, 2. Mejoria leve después de aplicado ¢l pro-
Hospital de Especies Mayores, Escuela de Medicina  tocolo de prednisolona e ivermectina.
Veterinaria, Universidad Nacional, Cosra Rica.

Fig. 4. Remisién completa de la herida y for-
macién de tejido cicarrizal saludable, 53 dias

después de aplicada la terapia con ADSC.

Fig. 3. Normalizacién del proceso inflamarorio
y formacién de puentes epieliales, 15 dias des-
pués de aplicadas las ADSC.
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