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Introduccion 3

a fasciolosis esta reconocida como una de las enfermedades parasitarias
mas importantes en medicina veterinaria debido especialmente a su im-
pacto economico en los sistemas de produccion de ganaderia extensiva (Fiss et
al., 2013). Las enormes pérdidas econdmicas causadas por el parasito se deben
a la mortalidad de los animales infectados, reduccién de la fecundidad, au-
mento de la susceptibilidad a otras infecciones, descenso de la produccion de
carne, leche y lana, y al decomiso de los higados en matadero. A pesar de los
esfuerzos realizados en los Gltimos afios para su control, la prevalencia de la
fasciolosis en el ganado sigue siendo elevada e incluso varios estudios reflejan
una tendencia al aumento de la prevalencia y la aparicion de la enfermedad en
nuevas zonas de Europa (Charlier et al., 2014). Probablemente son varios los
factores que contribuyen a esta situacion como las condiciones climaticas y
medioambientales, que favorecen la dispersion del parasito, el desplazamiento
del ganado, una inapropiada aplicacion de las medidas de control, la aparicion
de resistencias a los antihelminticos y la ausencia de vacunas comerciales.
En los seres humanos, la fasciolosis fue considerada durante mucho tiempo
una zoonosis secundaria, describiéndose casos individuales en paises desarrollados
con fasciolosis animal endémica, fundamentalmente en Europa (Francia, Espaiia,
Portugal) y este de Rusia (Hotez y Gurwith, 2011). Sin embargo, en los ultimos 25
aflos esta situacion ha cambiado completamente, aumentando tanto el nimero de
casos humanos descritos como la distribucion de la enfermedad, con la descrip-
cion de grandes areas endémicas e incluso hiperendémicas en distintos continentes.
Seglin estimaciones de la OMS (www.who.int/neglected diseases/preventive che-
motherapy/Newsletter10 spa.pdf) la fasciolosis afecta al menos a 2.4 millones de
personas en mas de 70 paises, siendo areas reconocidas de alta transmision el alti-
plano andino, el valle del Nilo, la cuenca del mar Caspio, asi como Asia oriental y
el sudeste asiatico. Sin embargo, dada la falta de datos detallados, es muy probable
que la extension geografica y la carga de la enfermedad sean significativamente
mayores que las estimaciones actuales. Probablemente este aumento en el diag-
noéstico del numero de casos humanos, junto con el elevado niimero de personas
en riesgo de infeccion y la alta tasa de morbilidad que causa entre la poblacion
afectada, es lo que ha llevado a la OMS ha incluir esta enfermedad dentro de las
denominadas enfermedades desatendidas (NTD) y a poner en marcha una inicia-
tiva mundial contra la fasciolosis humana (OMS, 2007 y OMS, 2008), incluyen-
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do distintas lineas de accion en diferentes situaciones epidemiologicas en Bolivia,
Camboya, Pertl y Vietnam. De lo anterior se deduce que las estrategias actuales de
control son insuficientes, haciendo imperativa la busqueda de nuevas alternativas
para el control efectivo de la fasciolosis. Ante la tendencia a utilizar cada vez me-
nos quimioprofilacticos que dejen residuos toxicos en el ambiente, el desarrollo de
vacunas como medida de control ha adquirido una mayor relevancia en los ultimos
afios (Toet et al., 2014).

Clasificacion taxonomica

A continuacion se muestra la clasificacion taxonomica de Fasciola (Eukar-
yota; Opisthokonta; Metazoa; Eumetazoa; Bilateria*) teniendo en cuenta la morfo-
logia de los parasitos (Jones, 2005; Mas-Coma et al., 2009; Tkach et al., 2016)
y estudios moleculares filogenéticos (Olson et al., 2003):

Filo Platyhelminthes Minot, 1876
Superclase Neodermata Ehlers, 1985
Clase Trematoda Rudolphi, 1808
Subclase Digenea Carus, 1863
Orden Plagiorchiida La Rue, 1957
Suborden Echinostomata La Rue, 1926
Superfamilia Echinostomatoidea Looss, 1899
Familia Fasciolidae Railliet, 1895
Subfamilia Fasciolinae Railliet, 1895
Género Fasciola Linnaeus, 1758**
— Fasciola hepatica Linnaeus, 1758
— Fasciola gigantica Cobbold, 1855

*Los grandes grupos taxondmicos fueron tomados de GenBank Taxonomy.

La especie F. jacksoni (ver Figura 1) no se ha incluido dentro del género
Fasciola ya que algunos investigadores sugieren que el género Fasciola puede ser
parafilético y que la especie F. jacksoni debe ser incluida en el género Fascioloides
(Heneberg, 2013; Lotfy et al., 2008).

Ciclo bioldgico

F. hepatica tiene un lugar muy importante en la historia de la parasitologia,
siendo el primer ciclo de vida descubierto en un trematodo (Leuckart y
Thomas, 1880; citado por Reinhard, 1957). El ciclo de vida de F. hepatica es
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Figura 1. Arbol mostrando las relaciones evolutivas de los miembros de la familia Fasciolidae, jun-
to con el habitat y los hospedadores definitivos de cada una de las especies (tomada de Lotfy, 2008).

diheteroxeno, alternando la infeccion de dos hospedadores: un caracol anfibio de
la familia Lymnaeidae (hospedador intermediario) y un mamifero (hospedador
definitivo). El ciclo completo se desarrolla en un rango de 10 a 23 semanas
(Mas-Coma y Bargues, 1997). Este apartado muestra un breve resumen del ciclo
bioldgico del parasito en base a la revision realizada por Mas-Coma et al., (2014),
e incorpora algunos datos relevantes de otros autores.

Caracteristicas anatdmicas del adulto

El adulto de F. hepatica se localiza en las vias biliares del mamifero hospe-
dador y presenta morfolégicamente un cuerpo aplanado dorso-ventralmente, con
un extremo anterior ensanchado y un extremo posterior puntiagudo, con un tama-
flo medio de aproximadamente 20-50/6-13 mm. En el extremo anterior presenta
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Figura 2. Morfologia de un ejemplar adulto de F. hepatica tefiido con rojo carmin (vista dorsal). Abreviaturas: ClI:
ciego intestinal; O: ovario; T: testiculos; V: glandulas vitelégenas; VO: ventosa oral.

una proyeccion en forma de cono con una ventosa oral, seguida de un marcado
ensanchamiento del cuerpo, dando un aspecto de hombros caracteristico a simple
vista. La base del cono, presenta una ventosa ventral proxima a la oral, ligeramente
mas grande. Estas ventosas permiten la adherencia del parésito a la pared de los
conductos biliares. La faringe es prominente y el ciego es largo, abarcando la parte
posterior del cuerpo y presentando numerosos diverticulos laterales ramificados.
Los testiculos, también ramificados, abarcan el segundo y tercer tercio del cuerpo
(Mas-Coma y Bargues, 1997; Behm y Sangster, 1999). El parasito esta provisto
de los sistemas: nervioso, excretor, aparato digestivo y tegumento, mientras que
carece de los sistemas respiratorio y circulatorio (Fairweather et al., 1999). Ade-
mas, presenta un sistema reproductor hermafrodita, con testiculos grandes y rami-
ficados, dispuestos en tindem detras del ovario, este tltimo con forma dendritica,
localizado al lado derecho previo a los testiculos.

Postura y liberacion de huevos en las heces del hospedador mamifero

El parasito adulto realiza la postura de huevos en las vias biliares, estos pa-
san al duodeno junto con la bilis y son eliminados con las heces. En este momento
los huevos se encuentran fértiles, pero sin embrionar. Son grandes y de color ama-
rillento, con un tamafio que oscila entre 130-150/63-90 um, de forma ovalada y
con una cubierta delgada, en cuyo extremo anterior presentan un opérculo corto y
recto (Mas-Coma y Bargues, 1997). También se ha descrito en el extremo posterior
de la cascara del huevo, la presencia de una invaginacion semejante a un ombligo
(Hussein et al., 2010a; Hussein et al., 2010b).
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Figura3. Ciclobioldgicode Fasciola. Los adultos del parasito, localizados en las vias biliares del hospedador defini-
tivo, liberan huevos que salenal exterior con las heces. Los huevos embrionan en el medio externo, liberanunalarva
ciliada (miracidio) que nada en el agua e infecta al hospedador intermediario (caracol pulmonado de agua dulce).
Enelcaracol, el parasito se reproduce asexualmente generando un gran nimero de cercarias que al salir del mismo
se enquistan en la vegetacion circundante (metacercarias). La ingestion de los vegetales contaminados por parte
de los hospedadores definitivos (habitualmente rumiantes, pero también humanos) produce el desenquistamien-
to de las larvas (juveniles), las cuales migran al higado y se transforman en nuevos adultos, cerrandose el ciclo.

El desarrollo del huevo se completa fuera del hospedador, en presencia de
agua dulce, formandose una larva ciliada, denominada miracidio. En condiciones
de temperatura (15-25°C) y humedad adecuadas, este proceso se completa en un
periodo entre 9 a 21 dias. Aunque el huevo no madura a temperaturas bajas (entre
2 a 10°C), puede permanecer viable durante varios meses.

Eclosion del miracidio e infeccion del hospedador intermediario

Los principales hospedadores intermediarios de F. hepatica son caracoles
del grupo Galba/Fossaria, dentro de los cuales destacan: G. truncatula, originario
de Europa ¢ introducido en América; G. neotropica y G. viatrix, frecuentes en
Suramérica (Standley et al., 2013); ademéas de G. cubensis, frecuente en Norte y
Centro América (Jabbour-Zahab et al., 1997). Adicionalmente, se ha descrito que
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Figura 4. Huevos de F. hepatica (10X).

el caracol Austropeplea tomentosa es el mayor hospedador intermediario de F. he-
patica del sudeste australiano (Puslednik et al., 2009; Rathinasamy et al., 2018).

Al terminar su desarrollo, el miracidio eclosiona y comienza a nadar a gran
velocidad hasta contactar con un hospedador intermediario adecuado, siendo in-
fectivo durante un periodo de tiempo limitado (de aprox. 3 horas; Villa-Mancera et
al., 2015). De no encontrarlo, las reservas de energia se agotan de forma progresiva
hasta causar la muerte del mismo (en aprox. 24 horas; Graczyk y Fried, 1999).
Para el reconocimiento del hospedador intermediario, el miracidio cuenta con dis-
tintos mecanismos, tales como: seleccion del habitat del hospedador, periodo de
movimiento aleatorio (Andrews, 1999) y la orientacion por medio de mecanismos
cinéticos y de quimiotaxis hacia estas especies especificas de caracol (Kalbe et al.,
2000). Cuando el miracidio entra en contacto con el caracol, se adhiere a su super-
ficie a través de la papila apical (Buzzell, 1983), penetra el epitelio, pierde los cilios
y se transforma en un esporocisto.

Dentro del caracol, en el transcurso de 4 a 7 semanas, ocurre la reproduccion
asexual del parasito, con el desarrollo de 3 a 4 generaciones de redias, y posterior-
mente cercarias. Estas emergen del caracol provistas de una cola que les permite
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nadar por poco tiempo, y luego, tras adherirse a un soporte fisico como plantas
acudticas o hierbas, pierden la cola y forman un quiste transparente, denominado
metacercaria. Este estadio es resistente a las bajas temperaturas invernales, pero,
sensible a altas temperaturas y a la desecacion (Andrews, 1999).

Infeccion del hospedador mamifero

Aunque los hospedadores definitivos habituales son principalmente rumian-
tes, se han descrito otros herbivoros domésticos y silvestres, susceptibles a la infec-
cion, tales como: caballos, asnos, mulas, bufalos, ciervos, varios marsupiales, co-
nejos, cobayos, liebres (Boray, 1969), capibaras (Labruna et al., 2018) camélidos
(Al-Qudah et al., 1999), castores (Gayo et al., 2011) y el jabali (Mezo et al., 2013;
Sarkari et al., 2018), especies que adquieren la infeccion a través de la ingesta de
metacercarias enquistadas en el pasto. Por otra parte, en el caso de la infeccion en
humanos, esta suele deberse generalmente al consumo de vegetales contaminados
con metacercarias viables o al ingerir agua contaminada (Cwiklinski et al., 2016).
De hecho, recientemente se ha reportado que la cria de ganado, el consumo de

Figura 5. Muestreo de caracoles (G. truncatula) en un entorno tipico para la proliferacién de esta especie en la
la localidad de Carballo (provincia de A Corufia).
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Figura 6. Higado de oveja parasitado por F. hepatica. Se puede observar la cara inferior del higado, la vesicula
biliar y varias fasciolas adultas depositadas sobre la superfice del higado (flechas amarillas). Imagen tomada
de un higado procedente de una infeccion experimental de ovejas de raza gallega en el INGACAL-CIAM (Ma-
begondo).

rabano y la costumbre de masticar hierbas, son factores de riesgo asociados a la in-
feccion de F. hepatica en nifios en Cajamarca, Pert (Rodriguez-Ulloa et al., 2018).

Una vez en el intestino delgado del hospedador, la metacercaria sale del quis-
te como “larva juvenil desenquistada” (NEJ) que debe migrar hacia los conductos
biliares del higado. Aunque algunos autores lo han puesto en duda recientemente
(Moazeni y Ahmadi, 2016), generalmente se asume que las NEJ atraviesan la pared
intestinal, migran por la cavidad abdominal hacia el higado y penetran la capsula
de Glisson, en un periodo de aprox. 4 o 5 dias. Durante dicha migracion, las células
del tracto intestinal de la larva difieren morfolégicamente de las del adulto y pa-
recen tener una funcion principalmente secretora. Posteriormente, tras penetrar la
capsula del higado, las células de los ciegos pasan a ser similares a las del adulto,
cumpliendo funciones de absorcion y secrecion (Reddington et al., 1984). Durante
esta fase aguda de la infeccion, las larvas juveniles contintian migrando por el pa-
rénquima hepatico (entre 5 y 6 semanas), alimentandose de tejido y aumentando
significativamente de tamano, causando asi, hemorragias profusas y fibrosis. Du-
rante la fase cronica (a las 7 semanas p.i. aprox.), las larvas se establecen en los
conductos biliares donde alcanzan la madurez sexual (Andrews, 1999; Robinson
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Figura 7. Higado de oveja parasitado por F. hepatica. Se pueden observar numerosas lesiones fibroticas/necrd-
ticas blanquecinas (flechas amarillas). Imagen tomada de un higado procedente de una infeccion experimental
de ovejas de raza gallega en el INGACAL-CIAM (Mabegondo).

et al., 2009). En sintesis, el periodo prepatente (desde la ingestion de metacerca-
rias hasta la liberacion de huevos en heces), es de aproximadamente 2 meses en
ovejas y vacas, mientras que en humanos es de 3 a 4 meses. El tiempo de vida que
puede permanecer el pardsito en el hospedador depende de la especie parasitada,
por ejemplo, en ganaderia bovina la mayoria de las larvas son eliminadas en un
periodo de 9 a 11 meses, adquiriendo resistencia parcial a nuevas infecciones. Por
el contrario, en ovejas y cabras, no existe evidencia de que la infeccion induzca
una respuesta inmune protectora, siendo susceptibles a la reinfeccion (Mas-Coma
etal., 2014).

Metabolismo de F. hepatica

De acuerdo con las aportaciones de Tielens (1999) sobre la obtencion de
nutrientes durante los diferentes estadios del ciclo de vida de F. hepatica, el meta-
bolismo debe adaptarse a entornos con distintos parametros fisicoquimicos, dispo-
nibilidad de oxigeno y nutrientes. Los estadios parasitarios que transcurren dentro
del hospedador, intermediario o definitivo, estan adaptados a una forma de vida
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oportunista, aprovechando la disponibilidad de nutrientes tanto para la sintesis de
elementos estructurales como la generacion y almacenamiento de energia. Por el
contrario, las fases de vida libre (miracidio, cercaria, metacercaria y huevos) de-
ben adaptarse a la movilizacion de las reservas endogenas obtenidas en el estadio
previo. Estas adaptaciones metabolicas conllevan una sintesis limitada de glucosa,
aminoacidos y algunos lipidos (que pueden ser obtenidos del hospedador) y se
favorece la sintesis de moléculas mas complejas, esenciales para la maquinaria
energética, reparacion y reproduccion del parasito. La obtencion de nutrientes se
produce a través de las superficies parasitarias (el tegumento y el epitelio superfi-
cial del intestino), en contacto con las moléculas del hospedador. El tegumento es
una bicapa lipidica estandar que permite la absorcion de nutrientes simples como:
glucosa, aminoacidos, acidos grasos y colesterol. Por el contrario, los nutrientes
mas complejos ingresan a través de la ventosa oral al tracto digestivo, donde son
degradados por digestion enzimatica para su posterior absorcion. Durante la migra-
cion de larvas juveniles, estos nutrientes son principalmente tejidos adyacentes del
hospedador y epitelio del conducto biliar, digeridos especialmente por proteasas
de cisteina. Aunque durante la fase migratoria puede haber un pequefio aporte de
sangre, en el parasito adulto la sangre pasa a ser la principal fuente de nutrientes,
obteniendo principalmente aminoécidos, a través de la digestion de la hemoglobi-
na por las enzimas: catepsina L, catepsina B y aspartil proteasas. Adicionalmente,
ademas de proteinas, en el adulto de Fasciola se ha demostrado la accién de la
proteina homdloga a las proteinas de union a acidos grasos de mamiferos, lo que
permite la obtencion y transporte de este nutriente.

En cuanto al destino de los nutrientes, como sefiala Tielens (1999), en el caso
de la glucosa, una vez obtenida del hospedador, es utilizada como fuente de energia
y para la sintesis de reservas de carbohidratos, como glicoproteinas del glicocalix
de superficie o glucdgeno. Por el contrario, el hallazgo reciente de que F. hepatica,
al igual que otros trematodos, carecen de la enzima galactoquinasa, que cataliza la
fosforilacion de galactosa dependiente de ATP, parece indicar que estos parasitos
son incapaces de metabolizar la galactosa (Zinsser et al., 2018). En cuanto a los
aminoacidos, aunque no son una fuente de energia importante, son precursores
esenciales de enzimas y elementos estructurales como componentes del citoesque-
leto, actina y tubulina. Ademas, la sintesis de proteina es importante para la postura
de huevos, abarcando gran parte de la capacidad sintética y gasto energético de
F. hepatica. En cuanto a los lipidos, han sido descartadas algunas de las vias de
sintesis, favoreciendo selectivamente las vias que modifican los lipidos obtenidos
del hospedador, como el colesterol y los acidos grasos. Tanto los acidos grasos
modificados como los no modificados, son incorporados en los fosfolipidos y tri-
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glicéridos, componentes esenciales de la membrana externa del parasito, principal
sitio de interaccion entre el parasito y el hospedador. Sin embargo, algunos lipidos
especificos (como acidos grasos insaturados), son dificiles de obtener debido a su
baja concentracion en el hospedador, razon por la que se cree son sintetizados por
modificacion de otros sustratos mas abundantes. En conjunto, el metabolismo lipi-
dico y energético de F. hepatica, estan adaptados a una forma de vida oportunista.
Por ultimo, sobre el metabolismo propiamente, el trabajo de Tielens (1999)
menciona que los adultos de F. hepatica tienen una capacidad metabolica aerobica
limitada, dada la baja tension de oxigeno de la bilis, razon por la que el metabolismo
energético de esta etapa se basa en la fermentacion, principalmente de carbohidra-
tos, ya que los lipidos presentan un fuerte estado de reduccion que les impide este
proposito. Por el contrario, los estadios de vida libre no obtienen nutrientes pero
si un aporte de oxigeno del entorno, obteniendo energia a través del metabolismo
aerobico de reservas del glucogeno y glicoproteinas de la superficie del glicocalix.
Ademas, se cree que pueden utilizar lipidos como fuente adicional. En cuanto a
los aminoécidos, estos son precursores esenciales en la sintesis de proteina para el
crecimiento y reproduccion de F. hepatica, y aunque pueden ser oxidados, no se
considera que tengan un papel relevante en el metabolismo energético global.

Los antigenos de F. hepatica

Durante varias décadas se ha prestado atencion, cada vezmayor, alos antigenos
presentes en las diversas etapas del ciclo de vida de F. hepatica, por su capacidad
para estimular la respuesta inmune celular y humoral del hospedador (Reddington
et al., 1984). Durante la infeccion, existen varias fuentes importantes de antigenos
del parasito, que incluyen: la capa tegumentaria externa, de renovacioén constante,
cada 2-3 h, y los productos de excrecion/secrecion, de liberacion continua. Ambas
mezclas antigénicas estan en contacto intimo con las células del sistema inmune
del hospedador, causando efectos inmunomoduladores (Adams et al., 2014). Otro
grupo importante de moléculas son los antigenos somaticos, que estan compuestos
a su vez por antigenos tegumentarios y varias moléculas compartidas con los
productos de excrecion/secrecion (Shafiei et al., 2015). En este grupo también
podemos encontrar proteinas citoplasmaticas, estructurales y algunos antigenos
internos intestinales de reciente relevancia en vacunacion (Di Maggio et al., 2016;
McAllister et al., 2011; Henker et al., 2017; Hanna et al., 1988). A continuacion,
este apartado resume los principales antigenos descritos durante la fasciolosis de
acuerdo a la localizacion, la proporcion relativa segun el estadio de desarrollo y su
posible funcion.
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Productos de excrecion/secrecion, testados como vacuna

Ademas de la produccion de huevos y la excrecion de productos finales de
la degradacion de sustratos, se sabe que los adultos de F. hepatica excretan o secre-
tan otras sustancias que entran en interaccion con el hospedador. Estas sustancias
a menudo se denominan productos de excrecion/secrecion (ES), considerando la
“excrecion”, como la eliminacion de los productos de desecho (p. ej. productos
finales del metabolismo); y la “secrecion”, como la descarga de sustancias que
interaccionan con el hospedador o los alimentos (Dalton, 1999). Ya que los pro-
ductos ES son liberados también por los estadios inmaduros del parasito y que
muchos de éstos son inmunogénicos, diversos autores los han empleado tanto para
el diagnoéstico de la fasciolosis en humanos y animales como para la investigacion
de vacunas (Rodriguez et al., 2015; Cervi et al., 1996). Estos incluyen proteinas
y otras moléculas secretadas por el intestino, los poros excretores y la superficie
tegumentaria (Dalton, 1999). En cuanto a su composicion, durante la fasciolosis
mantenida en diferentes sistemas mamiferos (p. ¢j. llamas, ratas, ratones y vacas),
han sido identificadas un amplio rango de proteinas presentes en los productos ES,
compuestos principalmente por catepsinas, ademas de otras moléculas, tales como:
MF6p/FhHDM-1, legumaina, leucin aminopeptidasa, superoxido dismutasa, pero-
xiredoxina, paramiosina, glutation-S-transferasa y proteinas de union a acidos gra-
sos (Cwiklinski y Dalton, 2018; Garcia-Campos et al., 2016b; Martinez-Sernandez
et al., 2014; Donnelly et al., 2006).

La Figura 8, basada en el estudio de Di Maggio (Di Maggio et al., 2016),
resume de forma clara, la proporcién relativa de los productos ES presentes en
NEJ y adulto, ademas de la relacion de proteinas somaticas presentes en la fraccion
soluble de NEJ. Ademas de las diferencias en la proporcion de los productos ES de
NEJ y adulto, también existe una variacion en su composicion. Estudios recientes
del “estadio migratorio de NEJ” reportan un mayor nivel de complejidad en el se-
cretoma de la larva durante la migracion (45 proteinas), comparado con NEJ de 24
h (29 proteinas) y adulto (22 proteinas), presentando un mayor rango de secrecion
de isotipos de catepsinas y de enzimas antioxidantes (Cwiklinski y Dalton, 2018).
Dentro de las proteinas presentes en los productos ES con interés en el desarrollo
de vacunas, se encuentran las que se indican a continuacion.

CATEPSINAS

Son proteasas de cisteina similares a la papaina, expresadas ampliamente
en parasitos helmintos y secretadas principalmente a través del intestino (Cancela
et al., 2008). Estas enzimas no son exclusivas de parasitos, ya que los mamiferos
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Figura 8. Comparacion de las proporciones relativas de antigenos ES de F. hepatica presentes en NEJ (A) y
adulto (B), ademés de la relacion de proteinas somaticas presentes en la fraccion soluble de NEJ (C). Esquema
basado en basada en el estudio de Di Maggio et al. (2016).

también presentan catepsinas (especificamente las “L”) con especificidad similar
de sustratos, si bien las de F. hepatica son activas en un intervalo de pH mas amplio
(4.0-8.5), presentan una mayor estabilidad a pH neutro fisiologico y son de accion
mas prolongada (Collins et al., 2004). En las catepsinas de F. hepatica han sido
descritas dos subfamilias: 1) las catepsinas L (CL), enzimas con actividad endo-
peptidasa expresadas tanto en “parasitos adultos” (clados CL1, CL2 y CL5) como
en los “estadios juveniles infectivos” (clados CL3 y CL4) (Zawistowska-Deniziak
etal., 2013); y ii) las catepsinas B (CB), de actividad endo y exoproteasa, secreta-
das abundantemente por los estadios juveniles del parasito (clado CB3) (Lecaille
et al., 2002; Cancela et al., 2008; Robinson et al., 2008; Garcia-Campos et al.,
2016a). Ambas subfamilias son importantes para la invasion del hospedador, con
diferentes grados de expresion segun se va desarrollando la enfermedad (Cancela
et al., 2008; McGonigle et al., 2008). En la fase inicial de la infeccion, durante el
desenquistamiento de larvas y las 24 h siguientes, los clados mas relevantes son el
CB3 y CL3 (Zawistowska-Deniziak et al., 2013), relacionados con la invasion del
epitelio intestinal y la capsula del higado (Robinson et al., 2009), gracias a su capa-
cidad de degradar proteinas, como se ha demostrado in vitro en el caso de la cadena
pesada de inmunoglobulinas de oveja y de la albumina sérica bovina, pero no de
hemoglobina bovina (Wilson et al., 1998). Posteriormente, los estadios parasitarios
mas tardios presentes en higado y conductos biliares, secretan mayoritariamente
enzimas del clado CL1, seguido del clado CL2 (Robinson et al., 2009), que son
relevantes en la degradacion de tejidos y alimentacion (Robinson et al., 2009). En
este sentido se ha comprobado que estas enzimas son capaces de degradar colageno
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Figura 9. A) Corte transversal de un adulto de F. hepatica donde se puede apreciar la luz de un ciego intestinal
con abundantes eritrocitos y otras células hematicas en proceso de digestion (flechas). Tincion tricrémica de
Wheatley; B) Corte transversal de un adulto de F. hepatica donde se puede apreciar la localizacion de las ca-
tepsinas L (flechas) que se secretan a la luz intestinal (tincion IHQ empleando el anticuerpo monoclonal MM3 y
el cromogeno AEC). Imagenes cedidas por la Dra. Victoria Martinez-Sernandez.

no fibrilar (tipo IV), fibronectina y laminina, que componen la membrana basal,
colageno fibrilar de tipo [ y III, que componen el estroma y la capsula del higado
(Berasain et al., 1997), asi como la hemoglobina del hospedador para su posterior
absorcion en forma de péptidos pequefios (Lowther et al., 2009). En resumen, de
todo lo anterior se puede concluir que las catepsinas participan en la penetracion de
tejidos, alimentacion, migraciéon y evasion inmune, cruciales durante la infeccion
del hospedador (Wesolowska et al., 2018).

Debido a su gran antigenicidad, diversas catepsinas han sido también inclui-
das como candidatos potenciales en la mayor parte de los ensayos experimentales
de proteccion vacunal realizados hasta el momento. Como se indica mas adelante
(ver Tabla 1), las catepsinas de Fasciola son el antigeno mas testado, ya sea en su
forma nativa purificada (Dalton et al., 1996), recombinante (Golden et al., 2010) o
en moléculas sintéticas derivadas de la misma (Hernandez-Guzman et al., 2016).

PROTEINA DE UNION A HEMO (MF6P/FHHDM-1)

Es una proteina producida por células del parénquima que es transportada a
tejidos del vitelo y testiculos, ademas de ser liberada a través de la superficie tegu-
mental (Martinez-Sernandez et al., 2014). Inicialmente fue considerada como una
molécula de defensa helmintica (FRHDM-1) perteneciente a la familia de proteinas
de tipo catelicidinas (Robinson et al., 2012) que, al contrario que sus homologos en
mamiferos, no presentan actividad antimicrobiana (Thivierge et al., 2013). En un
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trabajo posterior, nuestro grupo ha demostrado que la proteina FhHDM-1 (=MF6p/
FhHDM-1) es una proteina con capacidad de unioén a hemo, y cuya funcién podria
estar relacionada con la captura y detoxificacion del mismo (Martinez-Sernandez
et al., 2014; Martinez-Sernandez et al., 2017). Es mas, nuestros datos también
sugieren que la proteina MF6p/FhHDM-1 tiene dos porciones definidas, la region
C-terminal, con capacidad para unir hemo, y una regiéon N-terminal con caracte-
risticas tipicas de los péptidos de penetracion celular (CPP). La posibilidad de que
parte de la secuencia de la proteina MF6p/FhHDM-1 actue como un CPP ha sido
también sugerida recientemente en los estudios de Tanaka (2018).

MuciINnas

Han sido descritas como moléculas importantes implicadas en el
establecimiento del parasito, debido a su rol en la adherencia de células del
hospedador, proteccion frente a accion de proteasas y en la evasion de la respuesta
inmune (Noya et al., 2015). Estas enzimas presentan una mayor expresion en NEJ
en comparacion con los adultos de F. hepatica y se cree que pueden ser secretadas
(Cancela et al., 2015). Ademas, una de estas moléculas ha sido testada como
antigeno vacunal en ratones (Noya et al., 2015).

HEMOGLOBINAS

En F. hepatica han sido descritas dos isoformas, F1 y F2, ambas son glo-
binas intracelulares de un solo dominio, con afinidad intermedia por el oxigeno.
Debido a su potencial como inmunogeno, la forma recombinante de la F2 ha sido
testada como posible candidato vacunal en terneros, reportando una proteccion no
significativa (Dewilde et al., 2008).

INHIBIDORES TIPO KUNITZ

Son inhibidores competitivos de las proteasas de serina, de bajo peso mo-
lecular, (Bozas et al., 1995), identificados en los productos ES, tanto en NEJ (Di
Maggio et al., 2016) como en adultos de F. hepatica. Recientemente, ha sido carac-
terizada una molécula tipo Kunitz (FhKTM) en el parasito adulto, cuya actividad
incluye la inhibicion de la tripsina y la supresion de la produccion de citoquinas
proinflamatorias en células dendriticas (Falcon et al., 2014). Si bien no se ha re-
portado el uso de la FAKTM en ensayos de proteccion frente a F. hepatica, se cree
que éste podria ser un candidato vacunal potencial debido a que es una proteina
en comun con los adultos de S. mansoni, parasito en el que ha sido reportado un
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Figura 10. Inmunocitolocalizacion de la proteina MF6p/FhHDM-1 (tincién marrén) en una seccién his-
tologica de adultos de F. hepatica con el AcMo MF6 tefiidas con tincion Tricromica de Wheatley (San-
martin et al, 1991). Nétese los granulos presentes entre los cuerpos celulares del tegumento y
debajo del tegumento hacia donde la proteina es secretada (verde marronaceo, flechas). Pc, células paren-
quimales; Tg, tegumento; V, glandulas vitelégenas. Imagen cedida por la Dra. Victoria Martinez-Sernandez.

inhibidor tipo kunitz recombinante (SmKI-1) que ha demostrado cierto grado de
proteccion en ratones (Ranasinghe et al., 2018).

Otros productos de excrecion/secrecion relevantes

En los productos ES también han sido descritas otras proteinas que no han
sido testadas como candidatos vacunales, aunque merecen ser mencionadas gracias
a su relevancia en el desarrollo exitoso de la infeccion por F. hepatica.

DIPEPTIDIL PEPTIDASAS

Aunque la principal actividad de degradacion la cumplen las catepsinas,
también se ha demostrado la presencia de dipeptidil peptidasas, proteasas de serina
capaces de degradar colageno tipo I junto a las CL (Berasain et al., 1997). Estas
exoproteasas son secretadas tanto por NEJ como por estadios inmaduros y madu-
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ros del parasito (Carmona et al., 1994). Como proteasas, se cree que éstas contri-
buyen en la digestion de macromoléculas del hospedador (Maggioli et al., 2011a),
permitiendo la absorcidon de dipéptidos a modo de nutriente a través del intestino,
actividad especialmente relevante en los tltimos estadios de desarrollo del parasito
(Carmona et al., 1994).

LEGUMAINA

Esta proteasa cuyo nombre deriva de su amplia distribucion en semillas
de legumbres, fue descrita inicialmente como una asparaginil endopeptidasa de
C. ensiformis, involucrada en el procesamiento de la concanavalina A (Takedaetal.,
1994). En F. hepatica ha sido identificada una proteasa de tipo legumaina presente
en los productos ES de NEJ cuya actividad aparentemente ésta involucrada en la
activacion de la procatepsina B1 (Tort et al., 1999; Tkalcevic et al., 1995; Wilson
et al., 1998; Beckham et al., 2006).

SERPINA

Las serpinas son inhibidores irreversibles de las proteasas de serina, identifi-
cadas en los productos ES y la fraccion somatica soluble de NEJ, con propiedades
anticoagulantes e inmunomoduladoras, que durante la infeccion permiten el esta-
blecimiento y la supervivencia de F. hepatica (Figueroa-Santiago y Espino, 2017,
Di Maggio et al., 2016).

CISTATINAS

Son proteinas que se unen al sitio catalitico de proteasas tipo papaina
(por ej. CL), inhibiéndolas de forma reversible y que se cree son requeridas para
proteger al NEJ de sus propias proteasas (Khaznadji et al., 2005). Recientemente,
han sido estudiadas tres cistatinas recombinantes pertenecientes a la subfamilia de
las estefinas (FhStf-1, FhStf-2 y FhStf-3), con una potente actividad inhibidora de
CL de F. hepatica y que difieren en su capacidad para inhibir las catepsinas B, L'y
C de hospedadores mamiferos (Cancela et al., 2017).

Antigenos asociados al tegumento

El tegumento es la parte del parasito con mayor superficie de contacto con los
tejidos y fluidos del hospedador, participando en las interacciones bioquimicas, fi-
siologicas e inmunoldgicas entre hospedador y parasito. Inicialmente se le considerd
como una cuticula metabolicamente inerte secretada por células bajo las capas mus-
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culares. Sin embargo, actualmente se le considera un “sincitio” formado por la fusion
de células tegumentales especializadas, localizadas debajo de las capas musculares
longitudinales y transversales (Fairweather et al., 1999). Es una capa metabolica-
mente activa, especializada en la sintesis y secrecion de varias sustancias, absorcion
de nutrientes y osmorregulacion. Esta también provee de proteccion al parasito frente
a la actividad surfactante de la bilis, al efecto del sistema inmune del hospedador,
y frente a enzimas digestivas del hospedador o incluso de aquellas liberadas por el
mismo parasito (Bennett y Threadgold, 1975; citados por Fairweather et al., 1999).

Por otro lado, se sabe que los adultos de F. hepatica presentan un metabolismo
mayoritariamente anaerébico ya que viven en los conductos biliares donde la presion
de oxigeno es relativamente baja. Sin embargo, éstos estan expuestos a las especies
reactivas del oxigeno (ROS) generadas de forma endogena durante la produccion de
huevos, o exdgena, producidas por células efectoras del sistema inmune (Assady et
al., 2011), por lo que las enzimas antioxidantes son de gran relevancia (McGonigle et
al., 1997). Si bien F. hepatica carece de actividad catalasa (McGonigle et al., 1997),
una de las enzimas antioxidantes mas frecuentes e importantes (Amstad y Cerutti,
1990), se ha demostrado la expresion de otras enzimas que cumplen un rol clave en
la detoxificacion de las ROS endogenas y exogenas (Henkle-Diihrsen y Kampkaétter,
2001). Dentro de los antigenos asociados al tegumento con interés vacunal, se en-
cuentran varias enzimas antioxidantes (McGonigle et al., 1997).

PEROXIRREDOXINA (PRX)

Es una enzima que protege al NEJ del estrés oxidativo durante la invasion de
la pared intestinal y la migracion a través de la cavidad peritoneal del hospedador
(Sekiya et al., 2006) y que en el parasito adulto es ejercida por la tioperoxirredo-
xina (McGonigle et al., 1997). La peroxirredoxina ha sido testada como antigeno
recombinante (rFhPrx) en algunos ensayos de proteccion vacunal en cabras, en los
que se han obteniendo resultados contradictorios, reportados por el mismo grupo
de investigacion (Mendes et al., 2010; Buffoni et al., 2012).

GLUTATION-S-TRANFERASAS (GST)

Son una familia de enzimas involucradas en la eliminacion de un amplio ran-
go de sustancias potencialmente toxicas, a través de la conjugacion con glutation.
Hasta el momento, han sido identificadas varias isoenzimas diferentes de GST,
presentes en los productos de desecho liberados por metacercarias (Mannervick,
1985; Tsuchida y Sato, 1992; citados por Creaney et al., 1995), en el citoplasma
de cé¢lulas parenquimales, presentes en el subtegumento de larvas juveniles y ma-
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duras, ademas del tegumento, o asociadas a las lamelas del epitelio del ciego de
larvas maduras (Howell,1988 y Wijffels, 1992; citados por Creaney et al., 1995).
Su interés vacunal surge de la proteccion obtenida por sus homologos frente a S.
mansoni y S. japonicum, sugiriendo su potencial como posible candidato frente a
F. hepatica (Spithill y Dalton, 1998). Se han realizado ensayos con distintas formas
de este antigeno, obteniéndose proteccion significativa con la forma nativa purifi-
cada en bovinos y ovinos, pero no con las formas recombinante o con vacunas de
ADN, testadas en bovino, caprino y raton (ver Tabla 1).

TIORREDOXIN GLUTATION REDUCTASA (TGR)

La TGR forma parte de la familia de las tioredoxin reductasas, principales
enzimas redox dependientes de tiol, involucradas en el control del balance redox ce-
lular. La TGR presente en parasitos platihelmintos se diferencia de los sistemas con-
vencionales presentes la mayoria de células eucaridticas, razon por la cual se piensa
que esta molécula podria ser un excelente candidato vacunal (Maggioli et al., 2011b).
A este respecto, los ensayos vacunales de proteccion frente a F. hepatica reportaron
una reduccion significativa de la carga parasitaria en conejos, pero no en bovinos,
previamente inmunizados con la forma recombinante de la TGR (ver Tabla 1).

OTRAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES RELEVANTES

La superéxido dismutasa (SOD) es una enzima con accion detoxificante de
las ROS, a través de la dismutacion del radical superdxido en perdxido de hidro-
geno y oxigeno (Assady et al., 2011). La SOD, asi como la GST, estan presentes
en NEJ de F. hepatica, con niveles que se incrementan (entre 2 a 20 veces) en los
estadios inmaduros y maduros del parasito (Ravida et al., 2016b), con una acti-
vidad especialmente alta en los productos ES, en comparacion con los extractos
somaticos y/o solubles en detergente (Piacenza et al., 1998). Aunque no ha sido
reportado su uso como candidato vacunal en F. hepatica (FhSOD), se han hecho
ensayos serologicos utilizando la SOD de F. gigantica (FgSOD) muy cercana en
homologia con la FASOD (con un 98.9%), donde sueros de conejos inmunizados
con la forma recombinante de la FgSOD reconocen la forma nativa purificada
(Jaikua et al., 2016), mientras que sueros de bufalos infectados con F. gigantica
no han reconocido la forma recombinante de la FgSOD (Lalrinkima et al., 2015).
Otra familia de enzimas relacionadas son las glutation peroxidasas (GPX), enzi-
mas capaces de metabolizar el peroxido de hidrogeno. Esta familia de enzimas
pueden contener selenio (en la mayoria de mamiferos) o ser independientes de
este, como es el caso de nematodos parasitarios (Henkle-Diihrsen y Kampkotter,
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2001). En F. hepatica se ha descrito una actividad minima de la GPX indepen-
diente de selenio (Barret, 1980; citado por McGonigle et al., 1997) y se sugiere
que la eliminacion del peroxido de hidrogeno podria deberse principalmente a la
Prx (McGonigle et al., 1997), mencionada previamente en este apartado.

OTRAS PROTEINAS RELEVANTES

Ademas de las moléculas testadas como antigenos vacunales, en el tegumento
han sido descritas glicoproteinas con propiedades inmunomoduladoras, predominan-
temente oligosacaridos que se expresan en las espinas, las ventosas y la cubierta
tegumentaria de NEJ (Ravida et al., 2016b), incluyendo: el receptor de tetraspanina
CD63, proteina estructural de membrana asociada a la activacion, adhesion y dife-
renciacion de eosinofilos, mastocitos y macrofagos (Wilson et al., 2011); la TRIL,
proteina que unida directamente al LPS podria explicar como el tegumento previe-
ne respuestas inducidas por LPS en células dendriticas y mastocitos (Ravida et al.,
2016b); la nardilisina, metaloproteasa que puede prevenir la union o activacion de la
enzima convertidora de TNFa, y/o interferir en el equilibrio entre la activacion anor-
mal de células T y la anergia (Ravida et al., 2016b); la proteina de choque térmico
HSP70, enzima cuya accion podria relacionarse con la modulacion de la respuesta
inmune del hospedador (Morphew et al., 2013). Ademas de las glicoproteinas, re-
cientemente ha sido descrita una proteina miembro de la superfamilia TGF-f, espe-
cificamente una molécula tipo activina/TGF, denominada FhHTM, que deriva de F.
hepatica y que ha demostrado ser relevante en la embrionacion de huevos, asi como
en el incremento de la viabilidad y motilidad de NEJ (Japa et al., 2015).

Antigenos somaticos

Como se menciono al inicio de este apartado, los antigenos somaticos son
otra fuente importante de moléculas, varias de ellas compartidas con los productos
de ES tanto de NEJ como de adultos de F. hepatica, aunque en proporciones dis-
tintas como se puede apreciar en la Figura 2 (Shafiei et al., 2015). Dentro de las
proteinas somaticas, ya sean estructurales, citoplasmaticas o metabolicas, podemos
encontrar las siguientes:

PARAMIOSINA (PMY)

Es una proteina fibrilar somatica, localizada principalmente en el musculo
de invertebrados, como componente del nucleo de filamentos gruesos, cuyo nom-
bre deriva de su grado de homologia con la miosina (Cohen et al., 1987). Sin
embargo, también se ha demostrado su presencia en estructuras extramusculares,
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como la superficie lamelar del intestino y en el tegumento. Esta ubicuidad sugiere
una interaccion de la Pmy con el sistema inmune del hospedador, de forma similar
a otras infecciones helminticas, interfiriendo en la via clasica de activacion del
complemento (Cancela et al., 2004). Ademas de la caracterizacion de la FhPmy,
el autor citado menciona ensayos de su grupo utilizando este antigeno en ovinos,
aunque no existen publicaciones que respalden una capacidad protectora vacunal
hasta el momento.

PROTEINAS DE UNION A ACIDOS GRASOS (FABPs)

Son una larga familia de proteinas citoplasmaticas involucradas en la unién
y transporte de una variedad de ligandos hidrofobicos (especialmente lipidos no
sintetizados por el parasito) y se encuentran localizadas en el tegumento y células
parenquimales (Ramos-Benitez et al., 2017). Las FABPs fueron de las primeras
fracciones definidas y antigénicas, testadas como vacuna frente a la fasciolosis
desde los afios 70 (Hillyer, 2005). Han sido realizados varios ensayos de proteccion
con la FABP de F. hepatica como vacuna de subunidades, utilizando la forma puri-
ficada (nFh12) y recombinante (rFh15), en especies tales como conejos, ratones y
ovejas, obteniéndose valores de proteccion dispares en esta tltima especie, desde la
reduccion (Lopez-Aban et al., 2007), hasta el aumento de la carga parasitaria (Ra-
majo et al., 2001), ambas reportadas por el mismo grupo de investigacion. Dada
la estrecha relacion con la FABP homologa de S. mansoni, también ha sido testada
la forma recombinante de esta (Sm14) en las especies antes mencionadas, ademas
de cabras, en las cuales también ha inducido un aumento de la carga parasitaria, en
comparacion con otras formulaciones recombinantes de la CL1 y la Prx, derivadas
de F. hepatica (Buffoni et al., 2012).

PROTEINAS DE TIPO SAPOSINA (SAP)

Las proteinas que forman parte de esta familia difieren ampliamente en sus
funciones. Asi, en humanos y roedores, éstas abarcan desde la organizacion de
lipidos en el surfactante pulmonar a actividades antimicrobianas y antitumorales,
donde cada molécula es capaz de interactuar con fosfolipidos (Reed et al., 2000).
En F. hepatica, ha sido localizada una de las proteinas de esta familia, la denomina-
da FhSAP-2, en las células epiteliales que rodean el intestino, ademas de las células
tegumentales de adultos y NEJ (Caban-Hernandez y Espino, 2013). Dicho antige-
no ha sido empleado tanto para el diagndstico de fasciolosis cronica en humanos
(Figueroa-Santiago et al.) como candidato vacunal en ensayos de proteccion en
ratones (Espino y Rivera, 2010) y conejos (Espino y Hillyer, 2004).
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LEucIN AMINOPEPTIDASA (LAP)

Es una metaloproteasa localizada en las células de la gastrodermis que recu-
bren el tracto alimentario del adulto de F. hepatica, siendo particularmente abundan-
te en las microvellosidades. Su actividad exopeptidasa se asocia al catabolismo de
péptidos generados por la actividad de otras endoproteasas en el intestino, liberando
aminoacidos que pueden ser utilizados en el anabolismo proteico del parasito y cuya
actividad se ve incrementada en presencia de cationes metalicos divalentes (Maggioli
etal., 2011a). La LAP ha sido testada como candidato vacunal frente a F. hepatica en
ensayos de proteccion en ovinos, empleando tanto su forma nativa purificada como
la recombinante, obteniendo las mayores reducciones de carga parasitaria reportadas
hasta el momento (>80%), tanto con adyuvantes de uso experimental como el adyu-
vante completo de Freund (CFA; Piacenza et al., 1999) como con otros autorizados
para su uso comercial (Maggioli et al., 2011a), en los que se incluyen hidroxio de
aluminio y emulsiones basadas en aceite mineral (Burakova et al., 2018).

FoOsFOGLICERATO QUINASAS (PGK)

Son enzimas involucradas en el metabolismo energético del parasito, en re-
acciones de anabolismo metabolico de estadios tempranos del desarrollo del para-
sito, asi como metabolismo aerdbico de estadios tardios (Jaros et al., 2010). Hasta
el momento no se han reportado experimentos sobre el uso de tales moléculas en
diagnoéstico y/o vacunacion.

CADENA LIGERA REGULADORA DE LA MIOSINA (MRLC)

Es una molécula que forma parte de los llamados “antigenos ocultos” y esta
involucrada en la contraccion del musculo liso, posibilitando la activacion de la
miosina y su interaccion con la actina. Estudios en S. mansoni sefialan como el
praziquantel, uno de los farmacos comunmente utilizados para tratar la esquisto-
somosis, actia fosforilando la MRLC, lo que conduce a la afluencia de calcio, per-
mitiendo asi la accion de los linfocitos y la muerte del parasito. Recientemente una
forma recombinante de MRLC ha sido testada en ratas como candidato potencial
para vacunas, debido al éxito previo con otro antigeno de la misma familia (MLC),
utilizado en la proteccion de ovejas frente a garrapatas (Henker et al., 2017).

Respuesta inmune frente a F. hepatica

Es un hecho conocido que F. hepatica puede infectar a un gran nimero de
mamiferos, si bien el grado de susceptibilidad a la infeccion y la capacidad para
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generar una respuesta inmunologica frente al parasito es diferente en cada especie
(Haraun y Hyllier, 1986). Asi, mientras que las ovejas (Chauvin et al., 2000) y las
cabras (Reddington JJ et al, 1986) son altamente susceptibles a infecciones prima-
rias y secundarias, y la cronificacion de la enfermedad es un hecho comun, otras
especies como las ratas o las vacas presentan una cierta resistencia a la reinfeccion
Haraun and Hyllier, 1986).

Desde una perspectiva general, la respuesta inmune durante una infeccion
por F. hepatica en rumiantes cursa con la proliferacion de células especificas de
antigeno y la sintesis de I[FN-y, que va cambiando hacia una respuesta de tipo Th2
en la que predomina la produccion de las citoquinas IL-4 e IL-13, con respuestas
celulares variables que comienzan a decrecer desde la semana 2 hasta las semanas
6-8 p.i. Posteriormente, a medida que la infeccion progresa, la proliferacion de
células especificas de antigeno disminuye de manera notoria, predominando las
citoquinas reguladoras IL-10 y TFG-f (ver Figura 11). Este patron general puede
estar también acompafiado de multiples picos de eosinofilia, activacion alternati-
va de los macrofagos y de un perfil de anticuerpos dominado por el isotipo 1gG1

TGF-B1
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Miagnitud de la respuesta
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>

Etapa de la infeccién

Figura 11. Cinetica de la produccion de citoquinas y proliferacion de linfocitos con el progreso de la infeccion
por F. hepatica. La respuesta adaptativa se hace evidente a partir de la semanas 3-4 post-infecion, momento
en que la IL-4 e IgG1 presentan valores medibles (A,B). También se puede observar una proliferacion de linfo-
citos que se solapa con la presencia de NEJ en el intestino, aunque el pico alcanzado se disipa rapidamente
(B). Mientras que los niveles de TGF-B se mantienen altos a lo largo de la infeccion, los valores IL-10 y de IL-4
presentan una relacion inversa (A). En general, los niveles I9G1, la proliferacion linfocitaria y la respuesta de ci-
toquinas mostrados en esta figura se correlacionan con la carga parasitaria, indicando la importancia que cum-
plen los antigenos del parasito en la conduccion de estas respuestas. Figura adaptada de Beesley et al., (2018).
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Figura 12. Posibles mecanismos inmunolégicos inducidos en respuesta frente a F. hepatica y su regulacién por
el parésito. Se proponen dos mecanismos inmunoldgicos: i) durante la fase temprana de la infeccion los macro-
fagos activados por via clasica (M1) pueden inducir NO que puede ser toxico para el parasito.; ii) durante la fase
cronica de la infeccion, los mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) permite
la liberacion de mediadores toxicos como la proteina basica principal, la proteina catiénica de los eosindfilos y
reactivos internediarios del N2. La activacion de macréfagos por via alternativa (M2a) pueden también producir
moléculas toxicas para Fasciola, al tiempo que participan en los procesos de reparacion tisular. Concomitan-
temente, la induccion de células Treg producen citoquinas que frenan la produccién de citoquinas Th1y Th2.
Esquema confeccionado a partir de la revision publicada por Moreau y Chauvin (2010).

que va incrementando desde el inicio de la infeccion (Beesley et al., 2018). En
la Figura 12, (tomada de Moreau y Chauvin, 2009), se muestran los mecanismos
inmunoreguladores que podrian operar a nivel hepatico en respuesta a una infec-
cion por F. hepatica. Sin embargo, como se describe a continuacion, el parasito ha
desarrollado mecanismos de evasion para contrarrestar tales defensas.

Efecto de la infeccion sobre la respuesta inmune innata

Durante la invasion de NEJ se ha descrito que las moléculas derivadas del
parésito tienen un efecto profundo sobre las células de la respuesta inmune innata
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del hospedador, segtn la cual, los productos ES y los glicanos derivados del te-
gumento de F. hepatica afectan la activacion de las APCs, principalmente DC y
macréfagos, lo que potencia una respuesta inmune de tipo Th2, caracterizada por
la activacion de células T reguladoras, anérgicas y/o hiporeactivas, acompafiadas
de células B y monocitos/macréfagos reguladores (van Die y Cummings, 2017).

CELuLAs DENDRITICAS (DC)

Las DC son células fagociticas especializadas que presentan abundantes ra-
mificaciones y juegan juegan un papel fundamental en la regulacion de la respues-
ta inmune. Las DC son una poblacion heterogénea de células (Chistiakov et al.,
2014), mayoritariamente de origen hematopoyético, que comprende DC conven-
cionales (cDC, similares a los monocitos), DC plasmacitoides y DC foliculares (de
origen mesenquimal y no expresan moléculas del CPH de clase II).

Por su gran capacidad para capturar, procesar y presentar antigenos a los
linfocitos T de manera optima las DC son consideradas las principales células pre-
sentadoras antigénicas (Vazquez et al., 2012). Actualmente se sabe que también
pueden activar otros tipos celulares como linfocitos B, células NK, macréfagos o
eosinofilos, ademas de generar tolerancia inmunolégica.

En relacion con la fasciolosis, se ha descrito que el extracto total de F. he-
patica, la molécula tipo Kunitz (Fh-KTM; Falcon et al., 2014) y los antigenos
tegumentales (FhTeg; Hamilton et al., 2009), vuelven a estas células hiporesponde-
doras a la activacion mediada por receptores TLR, con lo que se atenua la secrecion
de citoquinas proinflamatorias (Vukman et al., 2013c¢). Este es el caso de las mo-
léculas rFhCL1 y rFhGST-si, que a través del aumento de la produccion de IL-10
suprimen la produccion de citoquinas proinflamatorias (IL-12p70, IL-6, TNF-a) y
la expresion de moléculas coestimulatorias de la superficie celular (CD80, CD86,
CDA40), afectando la capacidad fagocitica y la capacidad de las DCs para estimular
células T, con la correspondiente atenuacion de las respuestas celulares inflamato-
rias Th1 y Th17 (Dowling et al., 2010). También se ha comprobado que los glica-
nos derivados de los productos ES y los glicoconjugados de superficie inducen la
expresion de DC semimaduras, caracterizadas por secretar IL-10, y por presentar
una baja expresion de moléculas MHC-II, como consecuencia de la interaccion
de estas moléculas con receptores CLR especificos de manosa (Rodriguez et al.,
2015). Sin embargo, otros autores reportan como las DC expuestas a mucina ex
vivo (Noya et al., 2017) y/o a antigenos provenientes del extracto total del parasito,
aumentan la expresion de TLR4 y permiten la maduracion de las DC en presencia
de LPS, promoviendo de esta manera respuestas inmunes de tipo Thl con niveles
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de IFN-y elevados y una mayor expresion de anticuerpos IgG especificos de anti-
genos del parasito (Noya et al., 2017).

MACROFAGOS

Los macréfagos son células que forman parte del sistema fagocitico mono-
nuclear (antiguamente conocido como sistema reticulo-endotelial) y que derivan
de los monocitos de la sangre. Como se ha mencionado antes, dependiendo de la
forma de activacion, los macrofagos pueden diferenciarse en dos fenotipos princi-
pales: M1 y M2 (M2a, M2b y M2c; Martinez y Gordon, 2014).

Las moléculas derivadas de F. hepatica promueven la activacion de macro-
fagos M2a, lo que conlleva una inhibicion de las respuestas Thl (a través de la
liberacion de citoquinas reguladoras IL-10 y TGF-f), ademas de suprimir la pro-
liferacion linfocitaria (Donnelly et al., 2005). Entre las moléculas parasitarias im-
plicadas se han propuesto: la FhPrx (Donnelly et al., 2008), la Fh'TPx (Donnelly et
al., 2005) y una quitinasa descrita en ovinos (Flynn et al., 2007). Otras moléculas
pueden actuar alterando el funcionamiento de los receptores TLR. En particular, se
ha notificado que una molécula derivada de las FABP (Fh12) es capaz de inhibir la
activacion del receptor TLR4 (Guasconi et al., 2012) y de promover la activacion
de macrofagos M2a resistentes a la estimulacion con LPS (Figueroa-Santiago y
Espino, 2014) y que la FhCL1 es capaz de cortar el TLR3 dentro del endosoma,
inhibiendo asi la liberacion de factores proinflamatorios por parte de los macro-
fagos (McNeilly y Nisbet, 2014). Finalmente, otros estudios han mostrado que la
infeccion por F. hepatica cursa con un incremento de la hemooxigenasa-1 (HO-1)
producida por células M2a y DC reguladoras, que se acompafna de un incremento
en la produccion de citoquinas IL-10 y TFG-B en el higado (Carasi et al., 2017).
La inhibicion farmacoldgica de la HO-1 con el inhibidor SnPP revoco los efectos
supresores de la IL-10 (Carasi et al., 2017).

NEUTROFILOS

Los neutrdfilos o polimorfonucleares son los leucocitos mas abundantes de
la sangre y su nimero aumenta considerablemente durante los procesos inflama-
torios agudos. Desde hace mucho tiempo se sabe que las ratas pueden presentar
resistencia a la reinfeccion por F. hepatica y que la entrada del parasito en la ca-
vidad peritoneal cursa con un rapido recubrimiento de anticuerpos y de células
inmunes, principalmente neutrofilos, que podrian estar implicados en la alteracion
del tegumento y la muerte de los NEJ en tan solo 4h p.i. (Davies y Goose, 1981;
Burden et al., 1983). También se ha observado que durante la infeccion se produ-
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ce un reclutamiento de poblaciones celulares peritoneales ricas en neutrofilos, las
cuales presentan incrementada la expresion de superoxido (Jedlina et al., 2011).
Aunque algunos autores sefialan que el aumento de los neutrofilos circulantes en
ratas ocurre a partir de la semana 4 p.i. (Poitou et al., 1993), otros indican que la
infiltracion masiva del higado por neutrofilos ocurre en el primer mes de infeccion
(Keegan y Trudgett, 1992). Ademas de la infeccion, el aumento de neutrofilos cir-
culantes puede ser inducido en ratas por inmuniaciéon con moléculas derivadas del
parasito, especificamente por FnGST (Wedrychowicz et al., 2001) y por FhPGK
(Wesolowska et al., 2016).

Por otra parte, aunque se ha descrito que durante la infeccion experimental
de vacas el tejido hepatico lesionado presentaba un alto infiltrado de neutrofilos
durante la primera semana p.i. (Doy y Hughes, 1984), los productos ES generados
por el parasito son capaces de alterar la capacidad de respuesta de estas células
(Jefferies et al., 1996, 1997; Baeza et al., 1993). En este sentido, también se ha
observado que la respuesta de neutrofilos es significativamente menor en animales
infectados por F. hepatica y posteriormente vacunados con los patdgenos respira-
torios PI-3, BRSV y Mannheimia haemolytica (Krump et al., 2014). De manera
similar, estudios realizados en cabras demostraron que la respuesta oxidativa de
neutrofilos durante la fagocitosis bacteriana puede verse afectada durante la infec-
cioén concomitante de F. hepatica (Martinez-Moreno et al., 2000).

EosINOFILOS

Los eosindfilos representan menos del 5% de los leucocitos de la sangre
en animales sanos, pero su nimero se incrementa dramaticamente en infecciones
por helmintos (Huang y Appleton, 2016). Sin embargo, su papel especifico en la
defensa frente a infecciones parasitarias no ha sido definido todavia con claridad
(Klion et al., 2004).

El incremento progresivo de eosindfilos presentes en el liquido peritoneal
durante los estadios tempranos de infeccion con F. hepatica ha sido reportado por
muchos grupos de investigacion en varias especies incluyendo ovejas (Ruiz-Cam-
pillo, 2018), vacas (Doy y Hughes, 1984), ratas (Jedlina et al., 2011) y ratones
(Milbourne y Howell, 1990), ademas de animales aslvajes como el venado (Ven-
gust et al., 2003) y el bisonte (Foreyt y Drew, 2010).

En ovejas se produce una respuesta bifasica temprana de eosinofilos circu-
lantes, sin evidencia de que €stos confieran una resistencia significativa durante la
infeccion por F. hepatica (Sinclair, 1975; Raadsma et al., 2007). La infeccion expe-
rimental de ovejas con diferentes cantidades de metacercarias (5, 30 y 150) revela
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que el aumento de eosinoéfilos en sangre periférica es significativamente diferente
y acorde a la dosis de infeccion, pero aparece incluso cuando la dosis es muy baja
(Chauvin et al., 2001). De hecho, el dafio hepatico parece ser mas severo cuando la
infeccion experimental se hace con dosis de metacercarias mas pequefias y repeti-
das, en cuyo caso el infiltrado inflamatorio de células (incluyendo los eosinofilos)
es particularmente mas marcado (Perez et al., 2002). Los infiltrados de eosinofilos
han sido encontrados en el higado de ovejas tanto en primoinfecciones (Lee et al.,
1992) como en reinfecciones experimentales o en infecciones naturales (Meeusen
et al., 1995; Matanovic et al., 2007). Dichos infiltrados se localizan en los tuneles
migratorios producidos por larvas juveniles en el higado, que aparecen como areas
locales de necrosis (Chauvin y Boulard, 1996).

A pesar de lo expuesto antes, el papel de los eosindfilos en la fasciolosis ovi-
na es diferente dependiento de la especie de Fasciola. En este sentido, los estudios
realizados en ovejas cola delgada de indonesia (ITT) demuestran que la resistencia
de eseta raza de animales a la infeccion por larvas juveniles de F. gigantica esta
asociada a un mecanismo ADCC y a la liberacion de radicales superoxido por parte
de eosinofilos y macrofagos in vitro. Este mecanismo depende del contacto entre
estas células efectoras y el parasito, pero no es efectivo en la infeccion por F. hepa-
tica, posiblemente debido a una mayor expresion de SOD, que le permitiria evadir
la muerte mediada por superoxido (Piedrafita et al., 2007). Ademas, recientemente
se ha notificado que las infeciones por F. hepatica son capaces de inducir apoptosis
in vivo de los eosinofilos, tanto en la periferia de focos necréticos en el higado (Es-
camilla et al., 2016) como en el peritoneo de ovejas infectadas experimentalmente
(Escamilla et al., 2017).

Respecto a las vacas, se ha sido descrito un aumento de eosinoéfilos en la mu-
cosa del intestino delgado y colon, que se presenta durante cada reinfeccion expe-
rimental y que el mismo es dependiente de la dosis (McCole et al., 1998; Wicki et
al., 1991). Ademas, durante la migracion temprana de larvas inmaduras, se presen-
ta en el higado un infiltrado de neutrdfilos y linfocitos desde el dia 7 p.i., seguido de
una marcada respuesta de eosinofilos a partidel dia 14 p.i. (Doy y Hughes, 1984).
Otros autores reportan como los eosindfilos provenientes de la glandula mamaria
de vacas infectadas con F. hepatica, presentan granulos que contienen una proteina
similar a la proteina basica principal presente en humanos, y que en gran cantidad
es capaz de dafiar y matar larvas juveniles de F. hepatica in vitro (Duffus et al.,
1980). Sin embargo, en otro trabajo de este mismo autor se sugiere que la rapida re-
novacion y excrecion del glicocalix externo de NEJ previene la adherencia intima
de granulocitos (incluyendo los eosinofilos mencionados) y el dafio mediado por
ADCC (Duffus y Franks, 1980). De hecho, otros autores sugieren la presencia de
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una capa protectora compuesta de complejos antigeno-anticuerpo que derivan del
glicocalix secretado del parasito, que impiden la union estrecha de los eosindfilos
y el efecto deletéreo asociado a la degranulacion de éstos (Glauert et al., 1985). En
otros trabajos relacionados, utilizando antigenos somaticos y productos ES deriva-
dos del parasito, los autores no hallaron correlacion entre la respuesta de eosinofi-
los y el desarrollo de resistencia en vacas (Bossaert et al., 2000). Por otra parte, se
ha demostrado que las CL presentes en los productos ES de los NEJ, previenen la
adhesion de los eosinéfilos del hospedador (Carmona et al., 1992), lo que podria
estar relacionado con la capacidad de estas enzimas para cortar inmunoglobulinas
en la region bisagra (Carmona et al., 1993).

Finalmente, en ratas existen estudios muy antiguos de la resistencia desarro-
llada en esta especie frente a la reinfeccion por F. hepatica, en la que se observd
una marcada respuesta intestinal de eosinofilos (Doy et al., 1981; Charbon et al.,
1991; Keegan y Trudgett, 1992) que permanece elevada durante toda la fase migrato-
ria del parasito (Poitou et al., 1993). Durante la migracion de NEJ también se ha ob-
servado un reclutamiento temprano de eosinofilos, capaces de producir altos niveles
6xido nitrico inducible in vivo (Jedlina et al., 2011). También existen estudios in vitro
notificando que los eosinofilos derivados del peritoneo podrian adherirse al tegumen-
to de NEJ de F. hepatica (Doy et al., 1980) y liberar el contenido de sus granulos y
dafiar al parasito (Davies y Goose, 1981; Burden et al., 1983; Smith et al., 1992).

MasTociTos

Los mastocitos o células cebadas constituyen otra poblacion de granuloci-
tos que también tienen importantes funciones en la respuesta inmunitaria. Ademas
de su reconocida participacion liberando, junto con los basoéfilos, mediadores en
las respuestas de hipersensibilidad tipo I, estas células desempefian importantes
funciones en la reparacion de tejidos, en la angiogénesis, en la tolerancia inmuno-
logica y en el reconocimiento de patégenos. De hecho, ademas del receptor de alta
afinidad para IgE (FceR1), estas células tienen receptores para reconocimiento de
patrones (ej. TLR), capaces de reconocer patdogenos, y también pueden activarse
por algunos componentes del complemento (da Silva et al., 2014). Aunque estas
células participan de forma relevante en la erradicacion de helmintos intestinales,
su posible papel en el transcurso de la fasciolosis no esta del todo claro (Cwiklinski
et al., 2016). Inicialmente fue notificado un aumento significativo de mastocitos en
el higado y en el intestino de bovinos (Bossaert et al., 2000; Wicki et al., 1991).
Este incremento podria estar relacionado con la liberacion de moléculas del tegu-
mento de Fasciola, capaces de inducir la produccion de quimiocinas por parte de
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DC, lo que promoveria la quimiotaxis de los mastocitos (Vukman et al., 2013a).
También se ha descrito que los antigenos tegumentales afectan directamente la
capacidad de los mastocitos para promover la respuesta inmune de tipo Thl, su-
primiendo mecanismos tales como la produccion de citoquinas, la transcripcion de
factores en la via de sefialamiento TLR, la expresion de ICAMI, y la activacion de
NF-kB y de MAPK (Ravida et al., 2016a).

Efecto de la infeccion sobre la respuesta inmune adaptativa

POLARIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE DURANTE LA INFECCION POR
F. HEPATICA

Las células Th (CD4+) regulan las respuestas inmunes celulares y humorales
apropiadas frente a un amplio rango de patégenos (Baumjohann y Ansel, 2013).
Para ello, las células Th virgenes (Th0) que se encuentran inicialmente en un esta-
do funcionalmente inmaduro, deben ser activadas a través de su TCR, proliferar y
diferenciarse en células del subtipo Th1 responsables de la inmunidad mediada por
células o del subtipo Th2 responsable de la inmunidad humoral (Liberman et al.,
2003), diferenciacion determinada principalmente por las citoquinas presentes du-
rante el proceso de activacion (ver Figura 13). De ahi, que las células ThO activadas
en presencia de las citoquinas IL-2 e IFN-y se diferencian en células Th1, mientras
que las ThO activadas en presencia de IL-4 conduce hacia la diferenciacion de cé-
lulas Th2 (Zhang et al., 2014).

Con caracter general, la inmunidad Th1 es activada ante la replicacion de pa-
togenos intracelulares, mientras que las respuestas Th2 deberian controlar la infec-
cion por helmintos y promover la cicatrizacion de tejidos durante la fase resolutiva
de un proceso infeccioso. Sin embargo, muchos patégenos aprovechan la polariza-
cion de la respuesta inmune en su propio beneficio, utilizando las vias regulatorias
de la inmunidad del hospedador para limitar el dafio de las respuestas inflamatorias
favoreciendo la persistencia de la infeccion (Muraille et al., 2014). Este es el caso
de F. hepatica que durante la infeccion es capaz de modular la respuesta inmune
del hospedador mamifero suprimiendo la respuesta Th1 y potenciar las respuestas
Th2, caracterizadas por la supresion de la proliferacion linfocitaria y la alta produc-
cion de TIL-4 (Graham-Brown et al., 2018), lo que se asocia a la infeccion cronica
y no logra la eliminacion del parasito (Flynn y Mulcahy, 2008; Donnelly et al.,
2010). Como ya hemos indicado, dicha respuesta esta estrechamente relacionada
con la activacion alternativa de macréfagos (M2a), cuyo fenotipo regulador puede
apreciarse desde el primer dia de la infeccion en modelos murinos (Ruiz-Campillo
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et al., 2018). A este respecto, se ha demostrado que los productos ES del parasito,
entre los que se incluyen moléculas como la Prx (Naranjo Lucena et al., 2017) o
la Fh12, derivada de la FABP (Figueroa-Santiago y Espino, 2014), son capaces de
inducir la activacion alternativa de macrofagos en hospedadores mamiferos. Como
consecuencia de ello, se puede llegar a afectar la respuesta al LPS (agonista TLR4)
y a la proteina purificada derivada de Mycobacterium bovis (agonista TLR2), efec-
to parcialmente dependiente de glicanos (Flynn y Mulcahy, 2008), especialmente
los glicanos manosilados (Rodriguez et al., 2018). En consecuencia, las infeccio-
nes por F. hepatica llegan a alterar la respuesta inmunoldgica a infecciones bacte-
rianas concomitantes, como la inhibicion de la respuesta protectora frente a Bor-
detella pertussis en ratones (Brady et al., 1999) o la respuesta mediada por células
frente a M. bovis en vacas (Naranjo Lucena et al., 2017). Ademas, se puede ver
negativamente afectado el diagndstico postmortem de la tuberculosis de animales
previamente expuestos a cepas virulentas en el matadero (Byrne et al., 2018) y ob-
servarse una disminucién en la respuesta al IFN-y de animales inmunizados con la
cepa avirulenta “BCG”, utilizada en vacunacion de humanos (Flynn et al., 2007b).
También se ha reportado que la infeccion en ganado bovino podria incrementar el
riesgo de diseminacion de E. coli O157, bacteria zoonética que puede causar dia-
rrea hemorragica en humanos (Howell et al., 2018).

LAs CELULAS TREG Y SU INFLUENCIA EN LA RESPUESTA INMUNE FRENTE A LA
INFECCION POR F. HEPATICA

Durante la infeccion por F. hepatica se generan células Treg, como las
células T CD4+ Foxp3, presentes en los higados de ovejas infectadas (Pacheco
etal., 2018), y células Tyd (WC1+), capaces de inhibir la proliferacion de células
T CD4+ y CD8+ en bovinos (Guzman et al., 2014). Como consecuencia, en los
principales nodulos linfaticos hepaticos las células T presentan un fenotipo de
“agotamiento” caracterizado por una ausencia de proliferacion especifica frente a
antigenos y pobre secrecion de interleuquinas (Sachdev et al., 2017). También se ha
visto en ovejas, que si bien los productos ES derivados del parasito pueden inducir
una leve proliferacion de PBMC si se aplican a dosis bajas, a dosis Optimas son
capaces de inhibir la estimulacion inducida por mitdégenos en las PBMC y en las
células T CD4+/CD8+ (Moreau et al., 2002). Finalmente, otros estudios sugieren
que varias proteinas que componen los productos ES de adultos de F. hepatica son
capaces de unirse a citoquinas Thl (IL-2 e IFN-y) y Th17 (IL-17) indicando que
el parasito podria evadir la respuesta inmune interactuando directamente con las
mismas (Liu et al., 2017).
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Figura 13. Esquema mostrando la diferenciacion de linfocitos Th a partir de un precursor comdn dependiendo
del ambiente de citoquinas (perfil de citoquinas recibidas). Basado en Hirota et al (2010).

PAPEL DE LOS ANTICUERPOS EN LA RESISTENCIA A LA FASCIOLOSIS

Es bien conocido que los anticuerpos juegan un papel muy importante en la
defensa del hospedador frente a patdgenos extracelulares, limitando su infeccion
y/o patogénesis a través de mecanismos efectores ADCC, citotoxicidad depen-
diente de complemento (CDC) y/o por medio de neutralizacion directa (Forthal,
2014). Dentro de estos mecanismos, las respuestas ADCC parecen tener un papel
importante en la muerte de larvas de helmintos durante la invasion del hospe-
dador. Sin embargo, como ya hemos indicado, la relevancia de los mecanismos
ADCC solo se han podido demostrar claramente en ovejas ITT frente a la infec-
cion por F. gigantica.

Por otra parte, algunos estudios en rumiantes revelan que las CL presentes en
los productos ES de estadios inmaduros y maduros de F. hepatica pueden neutra-
lizar la unién de los anticuerpos por dos mecanismos: i) cortando la region bisagra
de las inmunoglobulinas (Carmona et al., 1993) y ii) mediante desprendimiento y
renovacion rapida de la superficie del glicocalix (Hanna, 1980).
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Control de la fasciolosis

Aunque en la actualidad existen métodos sensibles y especificos para el
diagnoéstico de la infeccion tanto en los hospedadores definitivos (Mezo et al.,
2004, 2007; Martinez-Sernandez et al., 2016) como en el hospedador intermediario
(Martinez-Ibeas et al., 2013; Iglesias-Pifeiro et al., 2016), la prevalencia de la fas-
ciolosis animal continua siendo alta en muchas partes del mundo. Esto se debe a la
dificultad que supone interrumpir el ciclo del parasito con los medios actualmente
disponibles. Cabe sefialar que las actuaciones sobre el hospedador intermediario se
reducen, en la practica, al drenaje de las praderas encharcadas que constituyen su
habitat, lo que resulta extremadamente costoso, sobre todo en explotaciones con
alta prevalencia que suelen tener amplias areas de pasto contaminadas. Ademas,
y debido precisamente a su amplitud, el cercamiento de estas zonas para evitar la
ingestion de hierba contaminada implica profundas modificaciones tanto en el ma-
nejo de los animales como del entorno, por lo que resulta impracticable.

Desarrollo de vacunas frente a F. hepatica

El desarrollo de vacunas surgi6 como una estrategia de control alternativa
prometedora, sustentada por distintas publicaciones que sugieren que los rumian-
tes podrian adquirir resistencia a la infeccion tras la vacunacion con metacercarias
irradiadas, extracto del parasito, o antigenos derivados del mismo (Ross, 1967).
A pesar de estos intensos esfuerzos en investigacion, el progreso en el desarrollo
de una vacuna efectiva para el control de F. hepatica ha sido relativamente lento
(Mendes et al., 2010) e infructuoso. Durante los ultimos 25 afios se han llevado
a cabo ensayos experimentales para el desarrollo de vacunas de subunidades em-
pleando moléculas procedentes de F. hepatica en varios modelos animales, obte-
niendo resultados muy diversos, como se puede apreciar en la Tabla 1.

Aunque algunos de estos trabajos sugieren una alta proteccion frente a la
infeccion por F. hepatica, también es cierto que los indices de proteccion tienden
a ser muy variables, y no queda claro cual es la forma mas adecuada para admi-
nistrar el antigeno a utilizar, si es mas conveniente una vacuna monovalente o una
multivalente, y tampoco existe un consenso sobre el tipo de adyuvante a emplear.
Tampoco existe consenso sobre cual es la mejor ruta de inmunizacion y el nimero
de dosis a emplear (Mendes et al., 2010). Como puede apreciarse en la Tabla 1,
los rangos de proteccion reportados en dichos trabajos son bastante variables y a
pesar de que algunos de estos ensayos (publicados hace ya varios afios) sugieren
que las catepsinas podrian llegar a conferir altas tasas de proteccion, no existe una
vacuna disponible a nivel comercial que pueda respaldar estas afirmaciones hasta
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el momento (Wesolowska et al., 2018). Como consecuencia de todo ello, hasta el
momento no existe ninguna vacuna comercial ni tampoco vacunas experimentales
que presenten potencial para su comercializacion a corto/medio plazo.

Tratamiento farmacoldgico

La actuacion sobre el hospedador definitivo se reduce al tratamiento con
fasciolicidas, que tienen limitaciones en cuanto a su capacidad para evitar la
transmision de la infeccion debido a: 1) ineficacia frente a los estadios inmadu-
ros del parasito; 2) aparicion de poblaciones de F. hepatica resistentes y 3) res-
tricciones legales en cuanto a su uso en animales productores de alimentos para
consumo humano.

Respecto al primer punto, hay que indicar que aunque existen actualmente
7 principios activos frente a F. hepatica, solo uno de ellos, el triclabendazol, es
eficaz frente a fasciolas de un amplio rango de edad (a partir de las 2 semanas).
La actividad del resto de las moléculas se restringe a los estadios de mas de 6-8
semanas (rafoxanida, closantel, nitroxinil y clorsulén) o exclusivamente a las
formas adultas de edad superior a las 12 semanas (albendazol y oxiclozanida)
(Malone et al., 1984; Yazwinski et al., 1985; Boray, 1986; Zimmerman et al.,
1986; McKellar y Kinabo, 1991; Fairwather y Boray, 1999; George et al., 2017).
Algunos estudios han demostrado que mediante la administracion de tratamien-
tos repetidos estratégicamente a lo largo del afio es posible interrumpir el ciclo
biologico del parasito y reducir significativamente la prevalencia de infeccion
(Cringoli et al., 2006; Elitok et al., 2006), especialmente cuando se utiliza tricla-
bendazol que suprime la excrecion de huevos y, por tanto, la contaminacion de
los pastos durante periodos mas prolongados (hasta 8-10 semanas) (Parr y Gray,
2000). Sin embargo, la eficacia de los tratamientos puede verse comprometida
por la aparicion de poblaciones de F. hepatica resistentes. De hecho, en diferen-
tes estudios de campo realizados en ovinos y bovinos de zonas endémicas se han
descrito resistencias frente a todos los fasciolicidas, excepto a la oxiclozanida
(Overend y Bowen, 1995; Alvarez-Sanchez et al., 2006; Mooney et al., 2009;
Elliott et al., 2015; Hanna et al., 2015; Novobilsky y Hoglund, 2015; Kelley et
al., 2016; Novobilsky et al., 2016; George et al., 2017). De ahi que hayan sur-
gido estudios protedmicos que traten de esclarecer los mecanismos moleculares
implicados en la aparicion de resistencia, algunos de los cuales sugieren que las
cepas resistentes presentan alteraciones en el flujo de absorcidon y en la desintoxi-
cacion del farmaco que permitirian convertir al TCBZ en formas menos activas
(Webb y Cabada, 2018). De hecho, dentro de estas posibles alteraciones asocia-
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das resistencia se encuentra la expresion de isoformas la proteina GST de clase
L, cuya funcion detoxificadora podria estar implicada en la resistencia al TCBZ
reportada en las cepas Sligo, Cajamarca y Rubino, de F. hepatica (Radio et al.,
2018; Fernandez et al., 2015).

El problema de la aparicidon de resistencias es grave no solo por el escaso
numero de principios activos disponibles para efectuar tratamientos alternativos,
sino también porque las cepas resistentes pueden perpetuarse incluso aunque se
aplique una medida sanitaria tan drastica como la eliminacion de los hospedado-
res definitivos infectados. Esto se debe a que las formas larvarias resistentes pue-
den permanecer en los pastos -dentro de los caracoles o enquistadas en la hierba-
durante periodos prolongados, de manera que, el ciclo puede completarse cuando
se introducen en la explotacion nuevos hospedadores definitivos (Borgsteede et
al., 2005). La participacion de los animales silvestres en el mantenimiento de las
cepas resistentes tampoco puede descartarse (Mezo et al., 2008, 2013).

Por otra parte, la administracion de fasciolicidas en las especies ganaderas
esta condicionada por la legislacion europea [Reglamentos (CE) n° 470/2009;
Reglamento (UE) n° 37/2010; Reglamentos de ejecucion (UE) n® 201/2012, n°
676/2014, n® 681/2014, n°® 682/2014 y n°® 683/2014], que establece los limites
maximos de residuos (LMRs) de estos principios activos en los alimentos obteni-
dos de los animales. Para lograr que las concentraciones de residuos se reduzcan
hasta niveles admisibles es preciso que transcurra un periodo de tiempo adecuado
entre la administracion del ultimo tratamiento y la obtencion del producto ali-
menticio derivado de ese animal (tiempo de espera), lo que condiciona tanto el
principio activo a utilizar como el numero de tratamientos administrados y el mo-
mento de aplicacion. En consecuencia, el control farmacologico de la fasciolosis
es dificil, especialmente en los rebafios lecheros, ya que los 2 unicos principios
activos con un tiempo de espera en leche zootécnicamente asumible (4 dias) son
el albendazol y la oxiclozanida, que solo son eficaces frente a las formas adultas
del parasito (>12 semanas). De acuerdo con la evaluacion cientifica realizada por
el Comité de Medicamentos Veterinarios de la Agencia Europea de Medicamen-
tos, los fasciolicidas con actividad frente a los estadios inmaduros de F. hepatica
(clorsuldn, closantel, nitroxinil, rafoxanida y triclabendazol) no deberian em-

Tabla 1. Resultados de los ensayos de vacunacién frente a F. hepatica obtenidos en diferentes especies ani-
males. En la tabla se muestran los porcentajes de proteccién obtenidos, los antigenos ensayados en cada
experimento, la especie animal vacunada, la edad, la dosis infectante, la(s) via(s) de administracién, los ad-
yuvantes y la edad/peso de los animales en el momento de iniciar la vacunacion. SC: via subcutanea; IM: via
intramuscular; ID: via intradérmica; IG: via intragastrica (vacuna oral); IN: via intranasal; NR: no reportado.
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plearse para el tratamiento de las vacas lecheras, ni siquiera durante el periodo
seco. Su uso se limitaria a las novillas de recria, siempre y cuando el tratamiento
se administrase entre 5 meses y 1 aflo antes del primer parto. En el ganado ovino
y caprino, no existen datos cientificos sobre la eliminacion de fasciolicidas en la
leche de las hembras tratadas, por lo que no debe usarse ni siquiera en la recria
[Decision de ejecucion C, (2012) 8604].

Hay que sefialar que, en el caso de las vacas lecheras, no siempre se respe-
tan las recomendaciones del Comité, ya que en paises como Reino Unido, Irlanda
y Francia se comercializan medicamentos con principios activos eficaces frente
a fasciolas inmaduras para el tratamiento durante el periodo seco. Ademas, los
tiempos de espera varian no solo entre las distintas presentaciones de un mismo
principio activo, sino también entre presentaciones idénticas comercializadas en
distintos paises de la UE. Asi, el triclabendazol en suspension oral fabricado y
comercializado por Elanco tiene tiempos de espera de 37 dias en Irlanda (Fasinex
240 mg/ml), 49 dias en Francia (Fascinex 240) y 50 dias en Reino Unido (Fa-
sinex 240, 24% w/v), a pesar de tratarse de la misma formulacion (ANSES, 2018;
HPRA, 2018; VMD, 2018). Esta discrepancia es, cuando menos, incomprensible.
Ademas, resulta sorprendente que este mismo medicamento se comercialice en
Australia para uso no solo en vacas, sino también en ovejas (Fasinex 240 oral
flukicide for cattle and sheep) y con un tiempo de espera en leche muy reducido
(21 dias) (APVMA, 2018), por lo que la leche y productos lacteos podrian conte-
ner concentraciones de residuos superiores a las legalmente admitidas en la UE.

Por otra parte, no hay en Europa libre circulacion de medicamentos veteri-
narios, de manera que el sector ganadero de aquellos estados (Espaia, Portugal,
Italia, Bélgica, etc.) en los que no se comercializan farmacos eficaces frente a
fasciolas inmaduras para uso en vacas lecheras carecen de una herramienta basi-
ca para el control de la infeccidn y las explotaciones estan, por tanto, en desven-
taja en cuanto a estado sanitario y capacidad productiva. La situacion puede ser
grave en regiones con alto censo de vacas lecheras y fasciolosis endémica. En
este sentido, cabe sefalar que existe en la actualidad una propuesta del Parlamen-
to Europeo y del Consejo cuyo objetivo es, entre otros, mejorar la disponibilidad
de medicamentos veterinarios (Procedimiento 2014/0257/COD). No obstante, en
el caso de los fasciolicidas el panorama es poco esperanzador, puesto que en los
ultimos 40 afios ni se han descubierto nuevos principios activos ni se han me-
jorado las formulaciones para reducir los tiempos de espera en los alimentos de
origen animal.
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a fasciolosis es la trematodosis de mayor impacto para el sector ganadero en

Europa y en otros continentes. Ante la carencia de vacunas efectivas, el control
de la enfermedad se ha basado principalmente en el tratamiento de los animales
infectados con distintas combinaciones de antihelminticos, la mayoria de las cua-
les contienen TCB en su composicion. Sin embargo, como hemos comentado en
la seccion anterior, los limites impuestos actualmente por la Directiva Europea
(Reglamento de Ejecucion (UE) No 676/2014 de 19 de junio de 2014) para TCB
en leche, que no se logran alcanzar durante el periodo de seca de las vacas, hacen
inviables los tratamientos que se venian realizando hasta la fecha. Esta medida,
que podria tener un impacto positivo sobre la fasciolosis humana al evitar que se
generen resistencias al TCB, el unico antihelmintico capaz de matar tanto los adul-
tos como las formas juveniles del parasito, genera una gran incertidumbre sobre
el futuro control de la fasciolosis en animales de produccion al no disponerse de
un farmaco alternativo eficaz. Ante esta situacion, la investigacion en el desarrollo
de nuevas vacunas y en la mejora y simplificacion de los métodos de diagnostico
constituyen lineas de investigacion importantes sobre las que se esta volcando la
investigacion de la fasciolosis.

A pesar de que se han realizado avances importantes en el campo de la vacu-
nacion (Molina-Hernandez et al., 2015; Beesley et al., 2018), nuestros conocimien-
tos son todavia muy limitados sobre cudles serian los antigenos y adyuvantes mas
adecuados para el desarrollo de vacunas, asi como los mecanismos efectores que se
deberian potenciar para logar el maximo de proteccion en los animales a vacunar.

Respecto al inmunodiagnoéstico, en los ultimos afios se han puesto a punto y
comercializado métodos ELISA que permiten cuantificar antigenos de Fasciola en
las heces de los animales infectados a escala picomolar (Martinez-Sernandez et al.,
2016), asi como la deteccion especifica de anticuerpos circulantes empleando como
dianas CL nativas capturadas por anticuerpos monoclonales (Mezo et al., 2011) o
CL recombinantes en ELISA indirecto (Martinez-Sernandez et al., 2018). Sin em-
bargo, el empleo de antigenos recombinantes todavia presenta algunos problemas
de especificidad (Martinez-Sernandez et al., 2018) que necesitan ser corregidos.

Por todo lo arriba expuesto, y como continuacion a las lineas de investi-
gacion desarrolladas por nuestro equipo en los campos de las vacunas y el inmu-
nodiagnostico, en el presente trabajo nos hemos planteado abordar los siguientes
objetivos:
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1. Analizar el papel del adyuvante Quil-A® en el reconocimiento del
antigeno MF6p/FhHDM-1 de F. hepatica en ovejas,

2. Analizar el reconocimiento de antigenos quiméricos compuestos
por epitopos B obtenidos de proteinas procedentes de diferentes
helmintos por el sistema inmunitario de especies distantes evoluti-
vamente (ratén, oveja, rodaballo), y

3. Analizar la utilidad de la recaptura antigénica en placas ELISA
mediante un anticuerpo monoclonal para eliminar las proteinas
contaminantes cuando se purifican mediante técnicas IMAC anti-
genos recombinantes generados E. coli.
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Métodos comunes generales

Obtencidn de antigenos de secrecion de F. hepatica

Los antigenos de secrecion de F. hepatica se obtuvieron en el Centro de
Investigaciones Agrarias de Mabegondo (CIAM, INGACAL, Abegondo, Espafia)
siguiendo el procedimiento descrito por Mezo et al. (2003). Las fasciolas adultas
procedian de higados de vacas con infecciones naturales y sacrificadas en el mata-
dero. Tras su extraccion manual de los conductos biliares, los parasitos fueron lava-
dos con una solucion salina (NaCl 8,7 g/L) estéril con antibioticos (penicilina 100
Ul/mL y estreptomicina 100 pg/mL) y glucosa (2 g/L), a 38°C, que fue renovada 5
veces a lo largo de 2 h. A continuacion fueron lavados en medio de cultivo celular
RPMI 1640 que contenia acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfonico 20
mM, L-glutamina a 0,3 g/L, bicarbonato sodico a 2 g/L y antibidticos, durante 2 h
a 38°Cy en atmosfera de 5% de CO,. Los parasitos fueron transferidos a frascos de
cultivo celular de 75 cm? (Asahi Techno Glass Corporation, Chiba, Japon) y man-
tenidos en el medio de cultivo (3 mL/parasito) durante 24 h bajo las mismas condi-
ciones de incubacion. A continuacion, el medio con los antigenos de secrecion fue
extraido y centrifugado a 10.000 g durante 20 min, a 4°C, en presencia de inhibido-
res de proteasas (SigmaFast™ Protease Inhibitor Tablets; Sigma-Aldrich, Madrid,
Espana). El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de 0,45 um (Millipore;
Merck Millipore, Darmstadt, Alemania), concentrado en una unidad de ultrafiltra-
cion Amicon® 8050 (Amicon Inc, Beverly, Massachusetts, EEUU) equipado con
una membrana de 10 kDa de punto de corte, dializado frente a PBS, esterilizado
por filtracion (0,22 pm; Millipore) y almacenado en alicuotas a -80°C hasta su uso.

Produccion y purificacion de los mAbs MM3, US9 y UR3.

Los hibridomas secretores de los mAbs UR3 (IgG1/x) anti-IgM de rodaba-
llo, US9 (IgG1/x) anti-gp53 de T. spiralis y MM3 (IgG1/x) anti-catepsinas L1 de
Fasciola se obtuvieron como se describié anteriormente (Estévez et al., 1994a,
Romaris et al., 2002, Mezo et al., 2004). Las distintas células de hibridoma se
inocularon por via intraperitoneal en ratones BALB/c primados con pristano y el
fluido ascitico fue recogido al cabo de 12-20 dias. Segtn las necesidades de cada
ensayo, los anticuerpos monoclonales correspondientes se utilizaron directamen-
te, parcialmente purificados mediante precipitacion con acido caprilico y/o sulfato
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amonico, o purificados a partir del fluido ascitico mediante cromatografia de afi-
nidad con una columna de proteina G (HiTrap Protein G, GE Healthcare, Madrid,
Espafia) siguiendo el protocolo del fabricante.

Péptidos y proteinas sintéticas.

Todas las secuencias de péptidos sintéticos, incluidas las quimeras D1-D8 y T1-
T3, la secuencia madura completa (sMF6p) de la proteina de union al hemo de
F. hepatica MF6p/FhHDM-1 y la secuencia truncada correspondiente a la region
N-terminal (sMF6a) se obtuvieron (>95% de pureza) de GeneCust Europe (Dude-
lange, Luxemburgo). El péptido 12-mer (TSP12) correspondiente a la region N-
terminal (A%-S*) del antigeno gp53 de T. spiralis (gb | CAD86781.1) y T. britovi
(gb | CADS86782.1), que contiene el epitopo reconocido por el mAb US9 (epitopo
US9), se sintetizo (> 90% de pureza) en un sintetizador de péptidos modelo 433A
(Applied Biosystems, Foster City, CA) en el Instituto Carloss III (Madrid). Su se-
cuencia fue confirmada por espectrometria de masas (Reflex, Brucker Daltonics,
Bremen, Alemania). Las secuencias de aminoacidos correspondientes a cada pép-
tido/proteina se muestran en la Figura 1 (Anexo 2).

Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis se realizo siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli
(1970), empleando geles discontinuos (70 x 80 x 0,75 mm) compuestos por un gel
concentrador superior (5% de poliacrilamida) y un gel separador inferior de gra-
diente lineal de poliacrilamida (10-20%). Las muestras fueron reducidas y desna-
turalizadas mediante dilucion %2 en tampoén Tris-HCI 62 mM (pH 6,8) conteniendo
DTT al 0,2%, azul de bromofenol al 0,004%, glicerol al 10% y dodecilsulfato sodi-
co (SDS) al 2%, y posterior calentamiento a 95-100°C durante 5 min. Una vez cen-
trifugadas las muestras, las proteinas se separaron utilizando una cubeta Hoefer™
SE 260 Mighty Small™ (Hoefer Scientific Instruments, Holliston, Massachusetts,
USA) con una fuente de alimentacion P500B (Sigma-Aldrich). La electroforesis
fue realizada durante 1 h aplicando un voltaje constante de 200 V y temperatu-
ra controlada (20°C), en presencia de tampon Tris-glicina (Tris 25 mM, glicina
190 mM, SDS al 1%, pH 8,3). Como marcadores de PM se utilizé el preparado
comercial de proteinas (de 11 a 250 kDa) preteiiidas PageRuler™ Plus Prestained
Protein Ladder (Fermentas Life Sciences, Madrid, Espafia). Una vez finalizada la
electroforesis, las proteinas separadas en el gel fueron tefiidas con el reactivo Im-
perial™ Protein Stain (Thermo Fisher Scientific), siguiendo las instrucciones del
fabricante, o fueron sometidas a inmunotransferencia.
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Clonacion de los genes de las FhpCL1, FhpCL2 y FhpCL5 de F. hepatica

Los procedimientos empleados para clonar y subclonar la rFhpCL1 de
F. hepatica fueron descritos previamente (Muifio et al. 2011), y la secuencia de
aminoacidos fue anotada con el n° de acceso CCA61803.1. Los procedimientos
para clonar las catepsinas rFhpCL2 y rFhpCL5 fueron descritos con detalle por
Martinez-Sernandez et al., 2018 (Ver Anexo 4). Dichas secuencias fueron emplea-
das para el disefio de algunos péptidos quiméricos utilizados a lo largo de este
estudio. Una comparativa de secuencias de estas tres procatepsinas recombinantess
e presenta en la Tabla 1 de esta seccion.

Expresion de la FhpCL1 recombinante

Tras hacer un preindculo a partir de una colonia, las bacterias transformadas
se cultivaron en medio LB amp/kan a 37°C con agitacion a 200 rpm. El cultivo
bacteriano se dejo crecer hasta un valor de DO, de 0,6-0,7, y la expresion de
la proteina fue inducida afiadiendo isopropil-f-D-1-tiogalactopiranosido (Eppen-
dorf, Hamburgo, Alemania) 1mM. Transcurridas 4 h de incubacion a 37°C, la
suspension bacteriana se centrifugd durante 25 min a 2000 g y se desecho el
sobrenadante, quedando solamente el sedimento bacteriano que fue almacenado
a -30°C hasta su uso (Muifio et al. 2011).

Purificacion y replegado de la FhpCL1 recombinante

El protocolo empleado para la purificacion de la rFhpCL1 fue el mismo
utilizado por Muifio et al. (2011). Para lisar las bacterias y recuperar los cuerpos
de inclusion en los que se encuentran las rFhpCL en forma insoluble, se resuspen-
di¢ el sedimento bacteriano procedente de un 1 L de cultivo en 20 mL de B-PER®
(Pierce) con ayuda de una pipeta durante 10 min a TA. Posteriormente, se centrifu-
g6 a 15.000 g durante 25 min en una centrifuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf) y
se descart6 el sobrenadante. El sedimento obtenido con los cuerpos de inclusion se
resuspendio en otros 20 mL de B-PER® y se incubd 5 min en presencia de lisozima
(LSZ; 200 pg/mL) a TA. Después, se afiadieron 100 mL de B-PER® diluido 1/10
en dH,O y se centrifugd de nuevo. Tras desechar el sobrenadante, los cuerpos de
inclusion se lavaron dos veces mas con 100 mL de B-PER® diluido. Finalmente
los cuerpos de inclusion se solubilizaron en tampoén desnaturalizante PB-urea pH
8 (Na,HPO, 95 mM, NaH,PO, 5 mM, urea 8 M). Una vez filtrada la solucion por
fibra de vidrio (Whatman® Glass Microfibre Filters GF/C Grade; Whatman, Bar-
celona, Espafia), y nitrocelulosa de 0,45 pm y 0,22 um (Millipore), las rFhpCL
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FhpCL1 1 SNDDLWHQWKRMYNKEYNGDDDQHRRNIWEKNVKHIQEHNLRHDLGLVTYTLGLNQFTDMTFEEFKAKYL 70
FhpCL2 1 SNDDLWHQWKREYNKEYNG DDIHRRNIWIKNVKHIQEHNLRHDLGLVTY GLNQFTDITFEEFKAKYL 70
FhpCL5 1 SNDDLWHQWKREYNKEYNGEDDDHRRNIWEQNVKHIQEHNLRHDLGLVTYKRLGLNQFTDMTFEEFKAKYL 70

FhpCL2 71 [iE RIS LSIG VPES I DWRB¥¥ YVTEVKDQGPCGSCWAFSTT GOFRKNERESHSF 140

FhpCLl 71 TEMSRASDILSHGVPYEANN VPDKIDWRESGYVTEVKDQGNCGSCWAFSTTGTMEGQYMKNERTSISF 140
FhpCL5 71 TE RAS LSHG .VPDRIDWRESGYVTEVKDQGGCGSCWAFSTT GQYMKNQRTSISF 140

FhpCLl 141 SEQQLVDCSGPWGNNGCSGGLMENAYQYLKQFGLETESSYPYTAVEGQCRYNKQLGVAKVTGYYTVHSGS 210
FhpCL2 141 SEQQLVD GNEGCEGCEMENAYEY LKENGLETESEY PYGAVEGBCEYDERLA¥AKVTGYYTVHSGD 210
FhpCL5 141 SEQQLVDCSRDEGN¥GCNGGLMENAYEYLKRFGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGH 210
FhpCLl 211 EVELKNLVGAEGPAAVAVDVESDFMMYSGGIYQSQTCSPLGLNHAVLAVGYGTQGGTDYWIVKNSWGSYW 280
FhpCL2 211 EFELKNLVGEEGPAAV] D.SD GIYQSQTCH HAVLAVGYGEQBGTDYWIVKNSHI 280
FhpCL5 211 EVELONLVGAEGPAAVALDVESD GIYQSQTCS NHGVLAVGYGTQBGTDYWIVKNSW! 280
FhpCLl 281 GERGYIRMARNRGNMCGIASLASLPMVARFP 311

FhpCL2 281 GEBGYIREARNRGNMCGIASLASJIPMVARFP 311
FhpCL5 281 GEDGYIRMVRKRGNTCGIASLASWPMVAQFP 311

Fig. 1. Alineacién de las secuencias de aminoacidos correspondientes a FhpCL1 (gb | CCA61803.1),
FhpCL2 (gb | KY464953) y FhpCL5 (gb | KY392883). La porcion de las secuencias completas correspon-
dientes a las enzimas maduras se resaltaron en negrita, mientras que la region correspondiente a los
propéptidos (residuos 1-91 en las tres secuencias) se muestran con tipografia normal. Los residuos re-
presentativos de cada clado (residuos en las posiciones 69, 70, 135, 160, 161, 163 y 209 en la secuencia
madura) de acuerdo con Norbury et al. (2012) estan subrayados. Las sustituciones de aminoéacidos en
los clados L2 y L5 con respecto al clado L1 estan marcadas en cian o amarillo. Esta Figura esta tomada
del Martinez-Sernandez et al., 2018 (Ver Anexo 4).

solubilizadas se purificaron mediante IMAC en condiciones desnaturalizantes a
4°C. Para la cromatografia se empled una columna cargada con el gel HIS-Select
Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich). Una vez equilibrada la columna con el tampon
PB-urea pH 8, se aplic6 la muestra y posteriormente se lavo la columna con tam-
pon PB-urea pH 6,3 (Na,HPO, 22,5 mM, NaH PO, 77,5 mM, urea 8 M) hasta que
la DO, cay6 a valores basales. A continuacion, la rFhpCL se eluy6 con tampén
PB-urea pH 8 que contenia imidazol 200 mM.

Una vez eluida de la columna, la proteina se diluyo 1/50 en NH,HCO, 0,1
M, pH 8, con cisteina 10 mM y cistina 1 mM, mediante dispersion rapida de 2 en
2 mL cada 30 min en dicho tampon, bajo agitaciéon magnética y en camara fria.
Una vez dispersada, se filtré por 0,45 um (Millipore) para descartar los posibles
agregados, y a continuacion se sometié a un proceso de concentracion/lavado con
NH,HCO, 0,1 M utilizando un concentrador Amicon® (Amicon Inc.) equipado con
una membrana de 10 kDa de punto de corte (Omega™; Pall Corporation). Una vez
eliminada la urea, la proteina concentrada se someti6 a un proceso de reconcentra-
cién y dialisis con PBS diluido 4 en dH,O y un filtro Nanosep® (Pall Corporation).
Tras la determinacion del contenido proteico, la proteina concentrada se almaceno
a -80°C hasta su uso.
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Aspectos éticos y legales

Todos los experimentos con animales incluidos en esta tesis se llevaron a
cabo en estricta conformidad con las directrices de la legislacion europea (Direc-
tiva Europea 2010/63/UE) y la legislacion Espaiiola (RD53/2013) sobre Cuidado
y Uso de Animales de Experimentacion. Los protocolos fueron aprobados por el
Comité de Bioética de la Conselleria de Medio Rural de la Xunta de Galicia con
fecha 08/03/2011) y por el Comité de Bioética para la experimentacion animal de
la USC (PROCEDIMIENTOS: 15007AE/12/ DIG ENF 06/ OUTROS 04/ FMU2
y 15007AE/12/ FUN 01/ PAT 05/E/ FMU4). Los procedimientos experimentales
fueron llevados a cabo en el Animalario Experimental de la Facultad de Farmacia
de la USC (REGA: ES150780263301) y en el Animalario del CIAM de la Xunta
de Galicia (REGA: ES150010121301).

Determinacion de la concentracion de proteinas

Cuando fue requerido, la concentracion proteica de las muestras fue determi-
nada mediante el Micro BCA™ Protein Assay Kit (Pierce; Thermo Fisher Scientific,
Barcelona, Espaia), siguiendo las instrucciones del fabricante. Alternativamente, la
concentracion de inmunoglobulinas purificadas fue determinada midiendo la absor-
bancia de las muestras a 280 nm y dividiendo el valor obtenido entre 1,36. Si los
valores obtenidos fuesen inferiores a OD= 0,6 o superiores a DO= 1,5 las muestras
fueron concentradas o diluidas apropiadamente. En algunas ocasiones la concentra-
cion proteica se determind empleando un equipamiento Nanodrop 2000 (ThermoFis-
her, Barcelona, Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Métodos empleados para el estudio de formulaciones vacunales en
Quil-A® sobre la infeccidn por F. hepatica en ovejas.

Antigenos vacunales

El antigeno MF6p/FhHDM-1 nativo (nMF6p/FhHDM-1) se purifico a partir
de ES de F. hepatica mediante cromatografia de afinidad utilizando el mAb MF6
inmovilizado en las columnas como se describio anteriormente (Martinez-Sernan-
dez et al., 2014). Dado que se detecto la presencia de endotoxina (LPS) en las pre-
paraciones de nMF6p/FhHDM-1 utilizando el kit de cuantificacion de endotoxina
cromogénica Pierce LAL (Thermo Fisher Scientific), este antigeno se paso a través
de una resina Endotrap Red (Hyglos GmbH, Bernied, Alemania) para su elimina-
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cion. El nivel de endotoxina en el producto final fue inferior a 10 EU/ml. La pro-
teina sintética MF6p/FhHDM-1 madura completa (sMF6p/FhHDM-1; > 95% de
pureza) fue obtenida de GeneCust Europe (Dudelange, Luxemburgo). La proteina
MF6p/FhHDM-1 madura (nativa o sintética) tiene una longitud de 68 residuos (ver
Fig. 1 en Anexo 2). La proteina recombinante rFhpCL1 se produjo siguiendo los
protocolos de clonacion, expresion, purificacion y replegamiento descritos antes.

Disefio experimental

Se han empleado ovejas hembras (n = 40) de raza autdctona gallegade 4 a 6
meses de edad, nacidas y criadas en la granja libre de Fasciola del CIAM.

En un primer ensayo, se utilizaron 25 ovejas que se dividieron en 5 gru-
pos iguales, tres de los cuales se inmunizaron y los restantes grupos se mantuvie-
ron como controles. Los grupos inmunizados recibieron dos inyecciones subcuta-
neas, separadas por 4 semanas, de 100 pg del antigeno correspondiente (rFhpCL1,
nMF6p/FhHDM-1 o sMF6p/FhHDM-1) mezclados con 1 ml de una solucién de
Quil-A® (Quillaja saponaria, Accurate Chemical & Scientific Corp., Westbury, NY,
USA) a la concentracion de 1 mg/ml en PBS. Los grupos de control se inocularon al
mismo tiempo con la solucion de Quil-A” sola o PBS. Cuatro semanas después de
la segunda inyeccion, todos los animales se infectaron experimentalmente con una
dosis de 100 metacercarias de F. hepatica obtenidas en nuestro laboratorio a partir
de caracoles Galba truncatula infectados experimentalmente (un nico pase). Las
muestras de sangre fueron recogidas inmediatamente antes de la primera vacuna-
cion y luego, quincenalmente, hasta la necropsia a 14 semanas después de la infec-
cion. La sangre también se recolectd en tres momentos: al comienzo del ensayo, 2
semanas después de la segunda inmunizacion y 2 semanas después de la infeccion.

En el segundo ensayo, se hicieron tres grupos iguales (n =5 ovejas). A dos de
ellos se les administraron dos inyecciones subcutaneas, separadas por cuatro sema-
nas, consistentes en 1 ml de Quil-A®, diluido como se indicéd previamente, o Alhy-
drogel® (hidroxido de aluminio, Sigma-Aldrich) diluido al 15% en PBS (v/v). A los
animales del tercer grupo se les inyectd PBS solo (1 ml) al mismo tiempo. Cuatro
semanas después de la segunda inyeccion, todos los grupos se infectaron experi-
mentalmente como se indico anteriormente. Las muestras de suero se obtuvieron
cada dos semanas hasta las 8 semanas posteriores a la infeccion.

Aislamiento y cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC)

Las PBMC de cada oveja se aislaron de 30 ml de sangre heparinizada me-
diante centrifugacion en gradiente sobre Histopaque™-1077 (Sigma-Aldrich), de
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acuerdo con las instrucciones del fabricante. Luego, se recogid la capa blanca de
PBMC y se someti6 a tres etapas de lavado por centrifugacion con 25 ml de PBS
frio (250 x g, 10 min a 4°C). Después de verificar la viabilidad mediante tincion con
azul tripano, las células se contaron y se resuspendieron a la concentracion de 1x10°
células/ml en medio RPMI 1640 suplementado con bicarbonato de sodio, antibi6ti-
cos y suero fetal de ternera al 10% (Sigma-Aldrich). Posteriormente, se dispensaron
alicuotas de 1 ml de esta suspension de PBMC en placas de 24 pocillos (Biolite, 24
pocillos multidisco, Thermo Fisher Scientific) y luego, cada antigeno (10 pg/ml), asi
como los controles de Concanavalina A (2,5 pg/ml; Con A, Sigma-Aldrich) y PBS, se
agregaron por duplicado a los pocillos. Finalmente, las placas se cultivaron durante
72 horas a 37°C en un incubador de CO, (5% de CO2). Después de la incubacion, los
sobrenadantes de los cultivos se recogieron y se congelaron a -80°C hasta su analisis.

Necropsias y determinaciones post mortem.

Los higados y las muestras de heces de los animales se recolectaron durante
las autopsias a las 14 semanas posteriores a la infeccion. Los animales se sedaron
con clorhidrato de xilazina (Rompun; Bayer, Mannheim, Alemania) y luego se
sacrificaron con una inyeccion intravenosa de una solucién que contenia embu-
tramida, yoduro de mebezonio y clorhidrato de tetracaina (T611; MSD Animal
Health, Salamanca, Espafia). Cada higado fue examinado para recolectar y contar
todas las fasciolas presentes. Las fasciolas extraidas intactas se midieron inmedia-
tamente para determinar la longitud del cuerpo desde la cabeza hasta la cola. Las
heces individuales se mezclaron con agua destilada en una proporcion de 1:4 p/v
(1 g +4 ml), se centrifugaron a 1000 g durante 15 minutos y los sobrenadantes se
recogieron para investigar la presencia de coproantigenos de F. hepatica.

ELISAs indirectos

Los anticuerpos IgG especificos para rFhpCL1, nMF6p/ hHDM-1, sMF6p/
FhHDM-1 y ES se determinaron mediante ELISA indirecto. Las placas de microti-
tulacién (Nunc Immunoplate Maxisorp Surface, Thermo Fisher Scientific) se recu-
brieron con 100 pl/pocillo del antigeno correspondiente (5 pg de antigeno/ml) di-
luido en 0,05 M de tampon-carbonato, pH 9,6. Después de la incubacion durante la
noche a 4°C, las placas se lavaron 3 veces con PBS y luego se bloquearon, durante
1 hora a 37°C, con 200 pl/pocillo de leche descremada al 5% en PBS. Después de
otro lavado, se agregaron a cada pocillo 100 ul de cada dilucion de suero de oveja
a analizar (2 pocillos/dilucion de suero). Se probaron diferentes diluciones de los
sueros en solucion tampon (PBS + 0.2% Tween 20 + 1% de leche descremada): 1)
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1:200, para la deteccion de anticuerpos de isotipo IgG total e IgG1; ii) 1:100, para la
deteccion de anticuerpos de isotipo IgG2; iii) diluciones seriadas 1:1, para la titula-
cion de los sueros. Después de una incubacion durante 2 horas a 37°C, las placas se
lavaron 6 veces con PBS que contenia Tween 20 al 0,2% (PBS-T). Posteriormente,
se procedio de la siguiente manera: i) Para la deteccion de anticuerpos IgG totales,
las placas se incubaron durante 1 hora a 37°C con 100 pl/pocillo con un anticuerpo
IgG anti-oveja producido en conejo y conjugado con HRP (Sigma-Aldrich), dilu-
cion 1:20.000. Después de 6 lavados con PBS-T, se agregaron 100 ul de sustra-
to (SIGMAFAST OPD; Sigma-Aldrich) a cada pocillo. La reaccion se detuvo 30
minutos mas tarde mediante la adicion de 25 ul de H,SO, 3N. La densidad optica
(OD) se midi6 a 492 nm en un lector Rainbow Thermo (Tecan, Mannedorf, Suiza).
ii) Para la deteccion de isotipos de IgG1 e IgG2, se realizaron dos incubaciones (1 h
37°C): la primera, con el correspondiente anticuerpo monoclonal, anti-IgG1 o anti-
IgG2 (Prionics, Lelystad, Paises Bajos), ambos diluidos 1:500 en solucion tampon;
y el segundo, con suero de conejo anti-IgG de raton, marcado con HRP (Cusabio,
College Park, MD, EE. UU.), también diluido 1:500. La reaccion con el sustrato y
la lectura de DO se realizaron como se indic6é anteriormente. Los niveles de anti-
cuerpos se expresaron como valores de DO,,, y/o titulos. Para calcular los titulos,
se realizaron regresiones lineales, para cada suero, entre el logaritmo de los factores
de dilucion y las lecturas correspondientes de DO,,.. Los titulos de punto final se
obtuvieron por interpolacién en el valor de corte de ELISA (DO, = 0.1).

ELISAS sandwich

La cuantificacion de IFN-y en el sobrenadane de los cultivos se realizé con
un kit ELISA sandwich comercial (Bovine IFN-y ELISA development kit, Mab-
tech, Nacka Strand, Suecia), pero utilizando como estandar un IFN-y recombi-
nante ovino (Cusabio) en lugar del IFN-y recombinante bovino suministrado por
el fabricante. La curva de calibracion fue lineal en el rango de 6,25-2.000 pg/ml.
Los coproantigenos de F. hepatica se cuantificaron en los sobrenadantes fecales
utilizando la prueba ELISA MM3-COPRO descrita por primera vez por Mezo et
al. (2004) y posteriormente modificado por Martinez-Sernandez et al. (2016). Este
método revela las CL de los clados L1, L2 y L5, que son liberados en los conductos
biliares por las fasciola adultas (Martinez-Sernandez et al., 2018, Anexo 4).

Analisis estadistico

La prueba U de Mann-Whitney se utilizo para las comparaciones entre las
medias de los niveles de anticuerpos, la carga parasitaria, el tamano de las fas-
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ciolas y la liberacion de antigenos de los diferentes grupos de ovejas. El test no
paramétrica de Spearman se uso para evaluar las correlaciones entre los niveles
individuales de anticuerpos IgG2 o IFN-y de las ovejas frente a la media del ta-
mafo de las fasciolas adultas o a la concentracion de antigeno liberado en heces.
Los resultados se consideraron significativos para valores de p <0,05. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con SPSS v 15.0 (Chicago, IL, USA).

Métodos empledados en la construccion y evaluacion de antigenos
quimericos en distintas especies animales.

Clonacion, subclonacion y produccion del gen US9-FhpCL1

La procathepsina L1 de F. hepatica (FhpCL1) correspondiente al gen
L33771.1 se amplifico por PCR y se subclon6 adicionalmente en el vector pQE
(pQE30-FhpCL1-K22) como se ha indicado antes. A continuacidn, se constru-
y6 una quimera (rUS9-FhpCL1) que contiene el gen FhpCL1 completo y los
aminoacidos (MTFSVPIS) correspondientes al epitopo mAb US9 (Perteguer et
al., 2004). El ensamblaje de la quimera se realizo mediante PCR, utilizando la
polimerasa estandar (Biotools, Madrid, Espaina) y los cebadores rtUS9-FhCL1-F
(5’ _30_US9 BamH1): 5’-GGATCCATGACATTTTCAGTTCCTATTTCCTC-
GAATGATGATTTGTGGCATCAGTGGAAGCG-3" y rUS9-FhCLI1-R (3°_30_
Sall): 5’-GTCGACCGGAAATCGTGCCACCATCGG-3°. El plasmido pQE30-
FhpCL1-K22 (K2.2) se us6 como molde en una diluciéon 1/1000 para amplificar
la quimera. La clonacion direccional en el vector de expresion pQE (Qiagen;
Qiagen Iberia SL, Madrid, Espana) se realizé utilizando las endonucleasas de
restriccion BamH [ y Sal I (Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA) siguien-
do los protocolos estandar (Sambrook y Russel, 2001). Los plasmidos recom-
binantes positivos se seleccionaron mediante PCR estandar con los cebadores
universales pQE-forward y pQE-reverse. Posteriormente, el DNA del plasmido
rUS9-FhpCL1 extraido del gel (QIAquick Gel Extraction, Qiagen) se secuencio
automdaticamente con el sistema ABI PRISM (Perkin Elmer, Langen, Alemania)
para descartar cualquier error de secuencia. En el proceso de secuenciacion se
utilizaron los cebadores directos e inversos pQE universales. El pQE30-rUS9-
FhpCL1 recombinante se transformo en células XL.1 Blue (Agilent, Santa Clara,
CA). Posteriormente, las células se resuspendieron en medio SOB (Pronadisa,
Madrid ) conteniendo 20% de glicerol estéril y se almacenaron a -80°C.
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Obtencion y purificacion de ruS9-FhpCL1.

La cepa de E. coli M15 [pREP4] (Qiagen) se transform6 con 10 ng de DNA
de pQE30-US9-FhpCL1. Se cultivd una colonia de células transformadas en 1 L
de medio LB a 37°C con agitacion (200 rpm/min) hasta alcanzar un DO, de 0,5
y la expresion de la proteina rUS9-FhpCL1 se indujo por la adicion de IPTG 1
mM al cultivo celular e incubacion adicional durante 4 h. Luego, las células se re-
cogieron mediante centrifugacion durante 20 minutos a 5.000 g y se almacenaron
congeladas durante 24 horas a -30°C. Posteriormente, el sedimento se resuspendio
en 20 ml de reactivo de extraccion de proteina bacteriana B-PER ™ (Thermo Fis-
her Scientific, Barcelona, Espafia) suplementado con lisozima y DNasa I, segun lo
indicado por el proveedor. Luego, el lisado bacteriano se resuspendid con pipeta
Pasteur hasta que fue homogénea e incubado con agitacion (150 rpm/min) durante
30 min adicionales a TA. Para separar las proteinas insolubles de las solubles, el
lisado celular se centrifugd a 15.000 g durante 15 min y los cuerpos de inclusion
que contenian la proteina rUS9-FhpCL1 se purificaron mediante cromatografia
de afinidad con HIS-Select Nickel Affinity Gel (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia)
en condiciones desnaturalizantes (urea 8 M), segtn lo indicado por el proveedor.
Para el replegamiento, la proteina rUS9-FhpCL1 eluida de la columna de afinidad
IMAC se traté con DTT 10 mM durante 1 hora a TA, y luego se diluy6 en una pro-
porcion de 1/10 en TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH 8) que contenia cisteina
10 mM, 1 mM de cistinay 1 mM de EDTA. Una vez dializado contra TBS (pH 8),
el rUS9-FhpCL1 se dializé contra PBS y se concentrd por filtracion en membrana
empleando un aparato de ultrafiltracidén con agitaciéon (Amicon) equipado con una
membrana de la serie Omega de Filtron (limite de peso molecular nominal de 10
kDa; Pall Corporation, Port Washington, NY). Finalmente, la proteina recombi-
nante se filtrd a través de un filtro de 0,22 um y se almacen6 a -80°C hasta su uso.

Animales e inmunizaciones.

Se inmunizaron ratones BALB/c (8-12 meses de edad, hembra; n = 8-12
animales por grupo) con una sola inyeccion de antigenos quiméricos sintéticos o
recombinantes disueltos en PBS y emulsionados 1:1 v/v en adyuvante completo de
Freund (CFA; Sigma-Aldrich). Cada raton se inmuniz6 por via subcutanea en la
parte posterior (regidon lumbar) con 100 pl de la emulsion que contenia 50 pg del
antigeno. Un mes después de la inmunizacion, los animales se sangraron mediante
una puncion cardiaca y se agrupo6 la sangre por lotes de 4 animales antes de obtener
los sueros (ver final de esta seccion). Los ratones fueron anestesiados con isoflura-
no antes de las inmunizaciones y extracciones de sangre.
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Los corderos de raza autoctona gallega (5-6 meses, hembras; n = 3 animales
por grupo), se inmunizaron mediante inyeccion en la region axilar con 1 ml de una
formulacién que contenia 150 pg de los antigenos quiméricos sintéticos (D2, T2
o T3), diluidos en PBS mas 1 mg de Quil-A. Las muestras de sangre de cada ani-
mal se recogieron 1 mes después de la inmunizacidn y se procesaron para obtener
los sueros como se indica al final de esta seccion. Los animales fueron criados y
alojados en el CIAM. Al final de los experimentos, los animales se eutanasiaron
como se ha indicado previamente (ver seccion de Necropsias y Determinaciones
Post-morten).

Respecto a los rodaballos (Scophthalmus maximus), se utilizaron peces de
aproximadamente 30-40 g de peso corporal (n = 20 animales por grupo). El pro-
tocolo incluy6 una primera inmunizacion intraperitoneal (Ip) con la quimera co-
rrespondiente (T2 o T3) disuelta en PBS y luego emulsionada 1:1 v/v en CFA
(dia 0), y una segunda inmunizacion preparada en las mismas condiciones, pero
emulsionada en adyuvante incompleto de Freund (IFA) e inyectado por la misma
ruta un mes después. En paralelo, un grupo de 10 rodaballos se inyectd con el ad-
yuvante solo y se usé como control. Cada rodaballo del grupo inmunizado recibio
una inyeccion de 200 pLL que contenia 50 pg del antigeno correspondiente. Al final
del experimento (dia 60), los animales se sangraron mediante puncion de la vena
caudal. Para todos los procedimientos, los peces fueron anestesiados en bafio con
benzocaina (50 mg/L). La sangre de cada 10 rodaballos se junt6é en un solo lote
para su posterior uso. Para todos los animales (ratones, ovejas y rodaballo), la
sangre recolectada se dejoé coagular durante 12 horas a 4°C, se centrifugé a 3000 g
durante 5 minutos y luego se recogieron los sueros, se diluyeron 1:1 v/v con glice-
rol, y se almacenaron a —30°C hasta su uso.

ELISA indirecto para medir anticuerpos IgG totales contra antigenos quime-
ricos en ratones y ovejas

Los pocillos de las placas ELISA (Greiner Bio-One; Soria-Melguizo, Ma-
drid, Espana) se recubrieron con 100 ul de cada uno de los antigenos descritos
anteriormente (diluidos a 10 pg/ml en PBS), se incubaron durante toda la noche a
4°C, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con 200 pL/pocillo de caseina-
to sodico al 1.5% en PBS durante 1 hora a TA. Después, se afiadieron 100 pl de los
correspondientes sueros de ratones o corderos, diluidos 1/100 en PBS que contenia
0,05% de Tween-20 y 1% de leche descremada en polvo (PBS-T-SM), y se incu-
baron durante 1 hora a TA y agitacion orbital a 750 rpm. A continuacion, las placas
se lavaron cinco veces con PBS-T y los anticuerpos IgG unidos se detectaron con
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anticuerpos policlonales de cabra anti-IgG de raton conjugados con HRP (Bio-
Rad, Madrid, Espaia; dilucion 1/3.000 en PBS-T-SM) o anticuerpos monoclonales
de raton anti-IgG de oveja/cabra, conjugados con HRP (Sigma-Aldrich; diluciéon
1/30.000 en PBS-T-SM). Una vez incubadas durante 30 min a temperatura ambien-
te con agitacion a 750 rpm, las placas se lavaron y se incubaron con 100 pl/pocillo
de OPD (SigmaFast OPD, Sigma-Aldrich). Finalmente, la reaccion se detuvo con
H,SO, 3N después de 20 min a temperatura ambiente y la DO se midié a 492 nm
en un lector ELISA (Titertek Multiskan, Flow Laboratories, McLean, VA).

ELISA indirecto para medir las subclases de anticuerpos IgG frente a antige-
Nos quimeéricos en ratones

Las placas de ELISA se incubaron con el antigeno quimérico correspon-
diente y se bloquearon como se indico en el método anterior. Luego, se agregaron
alicuotas de 100 pL de cada pool de suero, diluido 1/100 en PBS-T-SM, a cada po-
cillo de las placas y se incubaron durante 1 hora a TA y agitacion orbital a 750 rpm.
Posteriormente, las placas se lavaron cinco veces con PBS-T, y los anticuerpos de
cada subclase de IgG unidos se detectaron primero utilizando un kit de isotipado
de conejo anti-raton (Bio-Rad) y, después de una etapa de lavado como la anterior,
se afiadid a cada pocillo 100 pL del anticuerpo secundario marcado (anticuerpos
policlonales de cabra anti-IgG de conejo marcados con HRP (Bio-Rad; dilucion
1/3.000 en PBS-T-SM). Finalmente, la DO a 492 nm se ley6 como se indic6 ante-
riormente.

ELISA indirecto para determinar los niveles de anticuerpos séricos para anti-
genos quimericos en rodaballo

Los niveles de anticuerpos séricos contra los péptidos quiméricos se deter-
minaron mediante ELISA indirecto como se describi6é anteriormente (Estévez et
al., 1994b, Piazzon et al., 2008) con algunas modificaciones. Las placas de ELISA
se incubaron con el antigeno quimérico correspondiente y se bloquearon como
se indico anteriormente para ratones y ovejas. Luego, se agregaron alicuotas de
100 pL de cada suero de rodaballo diluido 1/100 en PBS-T-SM a cada pocillo de
las placas y se incubaron durante 30 min a TA, con agitacion orbital a 750 rpm. A
continuacion, las placas se lavaron cinco veces con PBS-T y se afiadieron a cada
pocillo de las placas ELISA alicuotas de 100 uL del anticuerpo monoclonal UR3
anti-rodaballo, diluido 1/1000 en PBS-T-SM. Posteriormente, las placas se lavaron
con PBS-T y los anticuerpos de ratén unidos se detectaron con Ig de conejo anti-
raton conjugadas con HRP (Dako, Barcelona, Espafia) diluida 1:2000 en PBS-T-
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SM y se incubaron durante 30 min a TA con agitacion orbital a 750 rpm. Después
de cinco lavados con PBS-T, las placas se revelaron como se indic6 anteriormente
para ratones y ovejas.

Herramientas bioinformaticas.

La herramienta bioinformatica PredBALB/c (http://cve.dfci.harvard.edu/
balbc/; Zhang et al., 2005) se usé para la prediccion de la union de los péptidos a
moléculas MHC de clase II (I-A e I-E) de raton BALB/c (H-2¢). Segun los auto-
res, esta herramienta utiliza matrices cuantitativas validadas utilizando secuencias
de péptidos ligantes y no ligantes, comprobados experimentalmente, asi como
estudios in vivo con proteinas virales. La herramienta bioinformatica BcePred
(Saha y Raghava, 2004), basada en las propiedades fisicoquimicas de la secuencia
de aminoacidos (http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/) se uso para la prediccion
de epitopos de células B lineales en la proteina de Fasciola MF6p/FhHDM-1.
Ciertos parametros peptidicos, incluyendo el peso molecular teorico, los indices
alifaticos y el promedio de los valores de hidropaticidad (GRAVY) se calcularon
utilizando la herramienta bioinforméatica ProtParam de Expasy (https://www.ex-
pasy.org/resources).

Métodos empleados para investigar la recaptura en placa como estrate-
gia de repurificacion de antigenos recombinantes.

Recogida de muestras bioldgicas.

Para este estudio se obtuvieron sueros de ovejas no infectadas (n = 20) de
animales criados en una granja libre de Fasciola del CIAM. Ademas, se obtuvieron
sueros de ovejas infectadas con Fasciola (n = 18) del rebafio de una granja comer-
cial que sufria de fascioliasis cronica. Al igual que en el estudio anterior, todas
las ovejas eran de una raza autoctona gallega). La confirmacion de la presencia o
ausencia de infeccion se realizé mediante la determinacidén de coproantigenos en
muestras fecales utilizando el MM3-COPRO ELISA (Mezo et al., 2004; Martinez-
Sernandez et al., 2016). Ademas, las muestras de heces de todos los animales se
sometieron a procedimientos de sedimentacion y de flotacion para concentrar los
huevos de helmintos, para ser examinados al microscopio (Anderson et al., 1999).

Los sueros de bovinos no infectados (n = 49) y los bovinos infectados natu-
ralmente con Fasciola (n =36) se seleccionaron al azar entre la coleccion de sueros
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almacenados en CIAM. Se recolectaron muestras de suero de ganado no infectado
de animales pertenecientes a las razas Holstein Friesian y “rubia galega” criadas
en la granja libre de Fasciola del CIAM. En cuanto a las ovejas no infectadas,
las muestras fecales de estos animales dieron negativo en el test MM3-COPRO
ELISA. Las muestras de suero de ganado infectado con Fasciola se obtuvieron
de animales, de las razas mencionadas, que se sacrificaron en mataderos locales y
se clasificaron como infectados debido a la presencia de fasciolas en los higados
(estandar de oro). Las muestras fecales de estos animales también dieron positivo
por MM3-COPRO ELISA. En cuanto a las muestras de ovejas, se examinaron
muestras de heces de todos los animales para detectar tanto la presencia de huevos
de F. hepatica como de otros parasitos intestinales.

Ademas de F. hepatica, los nematodos pertenecientes a las familias Trichos-
trongylidae, Molineidae (Nematodirus spp.), Ancylostomatidae, Strongylidae y
Trichuridae (Trichuris spp.) fueron frecuentemente identificados en ambos rebafios
de ovejas. Con respecto a las muestras de ganado vacuno, los registros individuales
de los ganaderos revelaron que la mayoria de ellos se trataron de forma rutinaria
con albendazol durante el periodo seco y se vacunaron contra la rinotraqueitis in-
fecciosa bovina y la enfermedad respiratoria bovina (virus sincitial respiratorio
bovino, virus parainfluenza tipo 3 y Mannheimia haemolytica). Algunos también
fueron vacunados al final del periodo de gestacion contra coronavirus, rotavirus y
E.coli, aunque no se disponia de registros de vacunacion individuales. Como se
esperaba, la mayoria de las vacas tenian nematodos intestinales de uno o mas géne-
ros de las familias Trichostrongylidae, Trichuridae (Trichuris spp.) y Strongylidae.

Clonacion del gen FhLAP

La sintesis de cDNA se llevo a cabo con el kit de amplificacion de cDNA Ma-
rathon (Clontech, Palo Alto, CA) empleando 1 pg de mRNA de F. hepatica extraido
de fasciolas adultas empleando el Fast Track mRNA isolation kit (Invitrogen, San
Diego, CA) como se describe en Muifio y col., (2011). El gen FhLAP fue amplifi-
cado por Touchdown-PCR usando un conjunto de cebadores basados en la secuen-
cia gb|AY644459: FhLAP-Fc: 5’-ATGGCGGCGTTGGCTGTGGGCGTGTCT-3’
FhLAP-Rc: 5’-CTATTTGAATCCCAGTCGTGGTAGTACGTAACGGCTGGC-
GAAC-3’. Se utiliz6 una combinacion de DNA polimerasa y una Taq DNA poli-
merasa de inicio en caliente (Advantage mix polimerase kit, Takara Bio USA Inc.,
Mountain View, CA) siguiendo las instrucciones del proveedor. El cDNA de F.
hepatica se us6 como molde a una dilucion de 1/250. Luego, el gen FhLAP am-
plificado (1562 pb) se cloné en el vector pPGEM-T (Promega Biotech Ibérica SL,
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Madrid, Espafia) siguiendo protocolos estandar (Sambrrok et al., 2001). Los plas-
midos recombinantes positivos se seleccionaron mediante PCR estandar con los
cebadores universales D y SP6. Ademas, para descartar cualquier error de secuen-
cia, se secuencio automaticamente el DNA del plasmido FhLAP extraido del gel
(QIAquick Gel Extraction, Qiagen; Qiagen Iberia SL, Madrid, Espafa), utilizando
un secuenciador ABI PRISM (Perkin Elmer, Langen, Alemania).

Clonacion y subclonacion del gen quimérico US9-FhLAP.

Se construy6 una quimera (US9-FhLLAP) que contiene el gen FhLAP com-
pleto y los aminoacidos (MTFSVPIS), correspondientes al epitopo reconocido por
el mAb US9. El ensamblaje de la quimera se realizd6 mediante PCR, utilizando
polimerasa estandar (Biotools, Madrid, Espaia) y los cebadores US9-FhLAP-F:
5’-GGATCC-ATGACATTTTCAGTTCCTATTTCCATGGCGGGGTTGG-3¢ y
US9-FhLAP-R: 5’-AAGCTT-CTATTTGAATCCCAGTCGTGG-3. El plasmido
pQE30-US9-FhLAP DNA (10 LAP1) se us6 como molde a una diluciéon de 1/1.000
para amplificar la quimera. La clonacion direccional en el vector de expresion pQE
(Qiagen) se realiz6 utilizando las endonucleasas de restriccion BamH [ y Hind I1I
(Roche Molecular Systems, Inc.) y siguiendo los protocolos estandar. Los plas-
midos recombinantes positivos se seleccionaron mediante PCR estandar con los
cebadores universales pQE-forward y pQE-reverse. Ademas, se secuencio auto-
maticamente el DNA del plasmido US9-FhLAP DNA extraido del gel (QIAquick
Gel Extraction, Qiagen) para descartar cualquier error de secuencia. Ademas de
los cebadores directos y reversos pQE universales, se usaron los siguientes cuatro
nuevos cebadores (dos disefiados en las regiones terminales amino y carboxi y
dos en la mitad de la secuencia de LAP) en el procedimiento de secuenciacion:
FhLAP AMINO FWD: 5’-ATGGCGGGGGGTGGCTGGGG-3‘, FALAP CEN-
TRAL REV: 5’-CATAAGTGATACCTTTTCCAATCA-3’, FhLAP CENTRAL
FWD: 5-GAGCCGCCCAATCCAACCGAGG-3‘, FhLAP CARBOXY REV:
5’-CTATTTGAATCCAGTCAGTCGTCGGGGG-3’. El pQE30-US9-FhLAP re-
combinante se transformo en células XL1 Blue (Agilent, Santa Clara, CA). Poste-
riormente, las células se resuspendieron en medio SOB (Pronadisa, Madrid) conte-
niendo 20% de glicerol estéril y se almacenaron a -80°C.

Obtencidn y purificacion de rUS9-FhLAP.

La cepa de E. coli M15 [pREP4] (Qiagen) se transformé con 10 ng de DNA
de pQE30-US9-FhLAP. Se cultivo una colonia de células transformadas en 1 L de
medio LB a 37°C con agitacion (200 rpm/min) hasta alcanzar una DO de 0,5 y



62 Material y Métodos

la expresion de la proteina rUS9-FhLAP fue inducida por la adicion de IPTG 0,5
mM al cultivo celular y posterior incubacion durante 6 h a 22°C con agitacion (120
rpm/min). Luego, las células se recogieron después de 20 min de centrifugacion a
5.000 g y se almacenaron congeladas durante 24 horas a -30°C. Posteriormente, el
sedimento se resuspendié en 50 mL de reactivo de extraccion de proteina bacteria-
na B-PER ™ (Thermo Fisher Scientific) suplementado con lisozima y DNAasa I,
segun lo indicado por el proveedor. Para facilitar el proceso de lisis, la suspension
bacteriana se disgregd empleando una pipeta Pasteur hasta que la misma fue ho-
mogénea. Después, el lisado celular se incub6 durante 30 min adicionales a TA con
agitacion (150 rpm/min). Para separar las proteinas solubles de las insolubles, el
lisado celular se centrifug6 a 15.000 g durante 15 minutos y el sobrenadante que
contenia el rtUS9-FhLAP soluble se purifico mediante IMAC (HIS-Select; Sigma-
Aldrich) en condiciones no desnaturalizantes.

Para llevar a cabo la purificacion IMAC, la columna se equilibré previamen-
te con PBS y, después, se afiadio la solucion que contenia la rUS9-FhLLAP soluble
(diluida previamente 1/4 con PBS conteniendo 10 mM imidazol) con la ayuda una
bomba peristaltica (V=5 mL/min). Luego, la columna se lavd con 5 volumenes de
PBS mas imidazol 10 mM vy la proteina retenida se eluyé con PBS mas imidazol
250 mM. Finalmente, la proteina se concentrd por ultrafiltracion (punto de corte
de la membrana= 10 kDa; Pall Corporation, Port Washington, NY), se filtr6 con un
filtro de 0,22 pm, se suplementod con 5% de glicerol, y se almaceno a -30°C hasta
su uso posterior en ELISA.

Ademas de las células M15 transformadas, se cultivaron células M15 sin
transformar como control. Para ello, las bacterias se cultivaron a 37°C durante 8 h
sin la adicion de IPTG, se recogieron por centrifugacion y se lisaron con reactivo
B-PER como se indico anteriormente. Luego, la solucion de B-PER que contenia
las proteinas solubles se diluy6 4 veces con PBS mas imidazol 5 mM y se sometio
a cromatografia IMAC en las mismas condiciones que anteriormente, excepto que
se us6 PBS mas imidazol 5 mM para los lavados de la columna.

Anélisis de SDS-PAGE y Western Blotting (WB)

La fraccion de proteina soluble extraida después de la inducciéon con IPTG
de células M15 transformadas y no transformadas (ver arriba), y las fracciones
de proteina purificadas por IMAC se separaron en geles de poliacrilamida de gra-
diente lineal del 10-20%, como se describié al inicio del apartado de Material y
Meétodos (ver Métodos comunes generales). Después, las proteinas separadas se
tifleron con BlueSafe (Nzytech, Lisboa, Portugal) o se transfirieron a membranas
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de PVDF (Immobilon-P, Millipore Ibérica SA, Madrid, Espafia) empleando una cé-
lula de transferencia Trans-Blot SD (Bio-Rad Laboratories, Richmond, CA, USA).
A continuacion, la membrana se bloque6 con PBS que contenia PBS-T-SM durante
2 horas a TA en un agitador orbital y se cortaron en tiras de 5 mm de ancho, aproxi-
madamente. Posteriormente, las tiras se incubaron con mAb US9 (1/2.000) seguido
de un anticuerpo policlonal anti-IgG de raton conjugado con HRP hecho en cabra
(Bio-Rad, 1/3.000), seguido de una etapa de lavado (tres veces con PBS-T durante
5 min cada una), o con un anticuerpo monoclonal de raton anti-polihistidina conju-
gado con HRP (Sigma-Aldrich, 1/100.000). Cada anticuerpo se incubod durante 1 h
a TA en un agitador orbital. Finalmente, las tiras se lavaron nuevamente y las ban-
das se revelaron empleando tabletas de tetrahidrocloruro de 3,3-diaminobenzidina
(Sigma-Aldrich), de acuerdo con las instrucciones del proveedor.

Procedimientos ELISA

ELISA CapTURA cON MAB MM3 (MM3-ELISA)

El MM3-ELISA se us6 como método de referencia para comparar la sen-
sibilidad y la especificidad de esta prueba con los resultados obtenidos utilizando
rUS9-FhLLAP como antigeno diana en los ELISA indirectos y de captura (ver mas
abajo). Las placas de microtitulacion de poliestireno de alta capacidad de union
(Greiner BioOne 96 well 8 x F12) se tapizaron con mAb MM3 purificado (100 puL/
pocillo a 5 pg/mL en PBS), se incubaron toda la noche a 4°C, se lavaron tres veces
con PBS y se bloquearon con 200 pl/pocillo de caseinato sodico al 1,5% en PBS
durante 1 hora a TA. A continuacion, se afiadieron partes de 100 ul de ES de F. he-
patica a la concentracion de 1 pg/mL en PBS o PBS solo a cada uno de los pocillo
de las filas impares de la placa (Agt) y de las filas pares (Ag—), respectivamente.
Después, las placas se incubaron durante 2 horas a TA y se lavaron tres veces con
PBS, antes de agregar 100 ul de cada muestra de suero (de ovejas o vacas) diluidas
1/100 en PBS-T-SM a cada pocillo Ag+ y Ag— por duplicado. Las placas se incu-
baron luego durante 30 min a TA con agitacion orbital a 750 rpm, se lavaron cinco
veces con PBS-T y se detectaron los anticuerpos IgG unidos empleando anticuer-
pos monoclonales de raton anti-IgG de oveja/cabra conjugado con HRP (Sigma-
Aldrich, 1/30,000 en PBS-T-SM), o anticuerpos policlonales de oveja anti-IgG bo-
vina IgG1 conjugados con HRP (Bio-Rad, 1/6,000 en PBS-T-SM). Posteriormente,
las placas se lavaron como se indic6 arriba, y se incubaron durante 20 minutos a
TA con 100 pl/pocillo de OPD (SigmaFast OPD, Sigma-Aldrich). Finalmente, la
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DO se midi6 a 492 nm. Los valores de DO para cada muestra se calcularon como
DO1-DO02, donde DOL es el valor para el pocillo Ag+, y DO2 es el valor para el
pocillo Ag—. Se consideraron dos valores de corte para las ovejas y vacas con el
fin de maximizar la especificidad. El corte 1 se calculdé como la suma del valor de
DO maxima obtenida para los sueros negativos de cada especie mas una SD (ver
Anexo 4) y el corte 2 se determind mediante una curva ROC, considerando una
especificidad del 100%.

CarTURrA ELISA coN L MAB US9

Las placas de microtitulacion de poliestireno (Greiner BioOne 96 well 8 x
F12) se tapizaron con el mAb US9 purificado (100 pL/pocillo a 5 pg/mL en PBS),
se incubaron a 4°C toda la noche, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon
con 200 pL/pocillo de caseinato sodico al 1,5% en PBS durante 1 h a TA. Después,
se afladieron alicuotas de 100 ul de una concentracion 6ptima, previamente calcu-
lada, de rUS9-FhLAP purificada por IMAC (15 pg/mL) en PBS-T-SM, o PBS-T-
SM solo, en los pocillos impares (Ag+) y en las filas de pocillos pares (Ag—) de las
placas ELISA, respectivamente. Las placas se incubaron luego durante 30 min a
TA y agitacion orbital a 750 rpm y se lavaron cinco veces con PBS-T. A continua-
cion, a cada pocillo Ag+ y Ag— se agrego, por duplicado, 100 pl de cada muestra
de suero (de ovejas o vacas) diluidas 1/100 en PBS-T-SM. Las placas se incubaron
de nuevo durante 30 minutos a TA con agitacion a 750 rpm, se lavaron cinco veces
con PBS-Ty las IgG especificas de ovino o bovino se detectaron como se describio
anteriormente. Los valores de DO para cada muestra y los valores de corte se cal-
cularon como para el MM3-ELISA.

ELISA INDIRECTO cON RUS9-FHLAP

Los pocillos de las placas ELISA se tapizaron con 100 pL de una concentra-
cion optima calculada previamente de proteina rUS9-FhLAP purificada por IMAC
(3 pg/ml) en PBS, se incubaron durante 2 h a 37°C, se lavaron tres veces con PBS
y se bloquearon con 200 pL/pocillo de caseinato sodico al 1,5% en PBS durante 1 h
a TA. Después, se afiadieron, por duplicado, alicuotas de 100 pul de cada muestra de
suero (de ovejas o vacas) diluidas 1/100 en PBS-T-SM a cada pocillo de las placas
y se incubaron durante 30 min a TA y agitacion orbital a 750 rpm. Finalmente, las
placas se lavaron cinco veces con PBS-T y los anticuerpos IgG unidos se detecta-
ron como se describi6 anteriormente. Los valores de DO para cada muestra y los
valores de corte se calcularon como para el MM3-ELISA.
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ELISA comPETITIVO INDIRECTO CON RUS9-FHLAP

Para determinar la posible reactividad de los sueros con el epitopo US9 in-
cluido en la secuencia quimérica rtUS9-LAP, se desarroll6 un ELISA competitivo
indirecto con las muestras de suero de vacas en paralelo con el ELISA indirec-
to anterior que empleaba el antigeno rUS9-FhLAP como diana. Como inhibidor,
se utilizo el péptido sintético MTFSVPIS (epitopo de reconocimiento de US9). El
mAb US9, diluido 1/1.000, se utilizd6 como control para calcular la concentracion
inhibidora o6ptima del péptido sintético US9, que se probo en el rango de 0,5 uM a 1
mM. La inhibiciéon completa de la union del mAb US9 se logré a una concentracion
de péptido de 0,0625 mM; en consecuencia, la dilucion del péptido anterior (0,125
mM) se seleccion6 para ser utilizada para la inhibicion de sueros en ELISA com-
petitivo indirecto. Este ensayo se realizé como se describié anteriormente para el
ELISA indirecto rtUS9-FhLAP, pero utilizando sueros de vaca prediluidos 1/100 en
PBS-T-SM junto con el péptido US9 a la concentracion 0,125 mM durante 30 minu-
tos a TA, antes de ser vertidos en los correspondientes pocillos de las placas ELISA.

ELISA INDIRECTO CON PROTEINAS M 15 RETENIDAS EN IMAC

Los pocillos de las placas ELISA se tapizaron con 100 pL de proteinas solu-
bles M15 retenidas por la columna de afinidad IMAC (4 pg/mL) en PBS, se incu-
baron a 4°C toda la noche, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con 200
uL/pocillo con caseinato sodico al 1.5% en PBS durante 1 h a TA. A continuacion,
se afiadieron, por duplicado, alicuotas de 100 pl de suero de vacas no infectadas
diluidas 1/100 en PBS-T-SM a los pocillos de las placas y se incubaron durante 30
min a TA y agitacion orbital a 750 rpm. Después, las placas se lavaron cinco veces
con PBS-T y los anticuerpos IgG unidos se detectaron con anticuerpos policlonales
de oveja anti-IgG1 bovina conjugados con HRP como se describio previamente.
Los valores de DO para cada muestra se calcularon restando el fondo inespecifico
obtenido omitiendo el suero bovino (DO = 0,042).

INMUNOENSAYOS coN LPS

Los pocillos de las placas ELISA se tapizaron con 100 pl de una solucion de
PBS que contenia LPS de E. coli serotipo O55: B5 (Sigma-Aldrich) a 10 pg/mL, se
incubaron durante 2 horas a 37°C, se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon
con 200 pL/pocillo de caseinato sodico al 1,5% en PBS durante 1 h a TA. Después,
se afiadieron, por duplicado, alicuotas de 100 ul de cada muestra de suero de vacas
no infectadas, diluido 1/100 en PBS-T-SM vy se incubaron durante 30 min a TA'y
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agitacion orbital a 750 rpm. Después, las placas se lavaron cinco veces con PBS-T
y los anticuerpos IgG unidos se detectaron como se describi6 previamente para en
ensayo MM3-ELISA.

Para detectar la presencia de LPS de células M 15, a las placas ELISA recu-
biertas con rtUS9-FhLAP, o mAb US9 mas rUS9-FhLAP, se les afiadio 100 uL/po-
cillo de un anticuerpo policlonal de cabra anti-lipido A (ThermoFisher Scientific,
Rockford, EE. UU.) diluido 1/100 en PBS-T-SM y se incubaron durante 30 min a
TA con agitacion orbital a 750 rpm. Después, las placas se lavaron cinco veces con
PBS-T y los anticuerpos IgG unidos se detectaron con un anticuerpo monoclonal
de raton anti-IgG de oveja/cabra conjugado con HRP (Sigma-Aldrich, 1/30.000 en
PBS-T-SM). Finalmente, la DO se midi6 a 492 nm.

Para ajustar la dilucion adecuada del anticuerpo policlonal anti-lipido A se
utilizaron los pocillos de una placa ELISA recubierta con E. coli O55: B5 (ver
arriba). Con las condiciones experimentales descritas, se obtuvo un valor de DO
promedio de 0,52 a una dilucion de 1/100.

Herramientas bioinformaticas

Los puntos isoeléctricos tedricos, los indices de inestabilidad, los indices
alifaticos y los valores GRAVY se calcularon utilizando la herramienta bioinfor-
matica ProtParam de Expasy (https://www.expasy.org/resources).

Andlisis estadistico

Los coeficientes de correlacion de Spearman (r) se calcularon utilizando los
paquetes de software GraphPad InStat 3.05 (GraphPad Software, Inc., La Jolla,
CA) y OriginPro v 7.5 (OriginLab Corporation, Northamptom, CA). Las diferen-
cias se consideraron significativas para p <0.05. Las curvas ROC se calcularon
utilizando el software MedCalc v. 17.7.2 (MedCalc Software, Ostende Bélgica).
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Estudio de diversas formulaciones vacunales en Quil-A® sobre la infec-
cion por F. hepatica en ovejas.

En estudios previos en nuestro laboratorio (Martinez-Sernandez et al,
2017b), hemos observado que los anticuerpos IgG de ovejas inmunizadas con la
forma nativa (nMF6p/FhHDM-1) o sintética (sSMF6p/FhHDM-1) de la proteina
madura MF6p/FhHDM-1 (68 aminoacidos) formuladas en Quil-A® reconocio, in-
distintamente, la proteina nativa o sintética en ELISA indirecto, mientras que los
anticuerpos de ovejas infectadas naturalmente solo reaccionaron con la proteina
nativa Estos datos, ademas de revelar un posible plegado incorrecto del péptido
sintético, sugieren que MF6p/FhHDM-1 formulado en Quil-A® induce un con-
junto diferente de anticuerpos en ovejas en relacion con los inducidos por la pro-
teina nativa durante la infeccion. Como continuacion a ese estudio, en esta parte
de Ia tesis (ver Anexo 1) nos propusimos investigar: i) si el adyuvante Quil-A® es
responsable del reconocimiento diferencial del antigeno sMF6p/FhHDM-1, y ii)
si la respuesta inmune inducida por el adyuvante junto con el antigeno sMF6p/
FhHDM-1 tiene un efecto perjudicial sobre el metabolismo y/o la supervivencia de
Fasciola. Ademas de este antigeno, en el estudio se utilizaron nMF6p/FhHDM-1 y
una procathepsin L1 recombinante de F. hepatica (rFhpCL1) como controles.

Efecto del adyuvante Quil-A® sobre el repertorio de anticuerpos.

Para evaluar si el adyuvante Quil-A® puede influir en el repertorio de an-
ticuerpos inducido en ovejas por antigenos de F. hepatica, realizamos un expe-
rimento en el que los antigenos nativo (nMF6p/ FhHDM-1) y sintético (sMF6p/
FhHDM-1) de F. hepatica, formulados en Quil-A®, se usaron para inmunizar un
grupo de ovejas (n = 5) en las semanas -8 (primera inmunizacion) y -4 (segunda
inmunizacion), antes de la infeccion de los animales con metacercarias de F. he-
patica. Paralelamente, también se incluyeron como control tres grupos de ovejas
(n =5), uno inmunizado con rFhpCL1 formulado en el mismo adyuvante, y los
grupos restantes inoculados con el adyuvante solo, o con PBS, y posteriormente se
infectaron con metacercarias de F. hepatica. Después, la cinética de las respuestas
de anticuerpos contra cada antigeno durante el proceso de inmunizacion-infeccion,
o solo la infeccion (grupos de control), se midid en ELISA indirecto. Ademas, para
obtener una evaluacion mas precisa de las cantidades de anticuerpos inducidos para
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Figura 1. Cinética de la respuesta de anticuerpos IgG en ovinos frente a los antigenos de F. hepatica rFhpCL1
(A), MF6p / FhHDM-1 (B) nativos y MF6p / FhHDM-1 (C) sintéticos en ELISA indirecto. Los sueros analizados
coresponden a ovejas inmunizadas con el Ag corerspondiente formulado en Quil-A® y luego infectadas (circulos
rellenos rojos), y a las ovejas a las que solo se les administré el adyuvante Quil-A® (cuadrados rellenos en ne-
gro) o PBS (azul), triangulos rellenos) antes de la infeccion. La inmunizacion consistié en dos inyecciones sub-
cutaneas del antigeno correspondiente en las semanas -8 y -4 (flechas negras). Las infecciones experimentales
se realizaron con 100 metacercarias de F. hepatica en el dia 0 (flecha roja). Las barras verticales representan
la desviacién estandar del valor medio para cada grupo de ovejas y semana de muestreo. Abreviaturas: nMF6p
= MF6p/FhHDM-1 nativo; sMF6p = MF6p sintético/FhHDM-1.
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nos rFhpCL1 y nMF6p/FhHDM-1 inducidos por la infeccidon sola (grupos inocu-
lados con PBS o con Quil-A® sin antigeno) también fueron elevadas (Figuras 1A'y
1B). Sin embargo, sorprendentemente, los anticuerpos contra el antigeno sintético
sMF6p/FhHDM-1 solo se indujeron en el grupo de animales infectados previamen-
te inoculados con Quil-A® (Figura 1C). Esto sugiere que dicho adyuvante puede
promover cambios en el repertorio de anticuerpos inducidos por el antigeno nativo
nMF6p/FhHDM-1 liberado por el parasito durante la infeccion, incluso cuando se
aplica sin antigeno.

Para investigar si este fenomeno es particular del adyuvante Quil-A®, repe-
timos el experimento incluyendo un segundo adyuvante, AI(OH), que promueve
respuestas de anticuerpos Th2 dependientes (Lindblad, 2004), y contintia siendo
uno de los adyuvantes mas ampliamente utilizados en formulaciones vacunales (de
Veer et al., 2010; Azmi et al, 2014). Los datos presentados en las Figuras 2A-C
muestran que la inoculacion previa de ovejas con Al(OH), no altera las respuestas
de anticuerpos a ninguno de los tres antigenos analizados, ya que éstos fueron
similares a los obtenidos con PBS seguido de una infeccion. Sin embargo, la ino-
culacion previa con Quil-A® favorecié nuevamente el reconocimiento del antigeno
sMF6p/FhHDM-1. Ademas, los resultados en las Figuras 2A-C muestran también
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Figura 2. Efecto de Quil-A® y Al(OH), en el repertorio de anticuerpos IgG de ovejas infectadas con F. hepatica.
Las ovejas fueron inoculadas con Quil-A®, Al(OH), o PBS en las semanas -8 y -4 y luego se infectaron con 100
metacercarias de F. hepatica (semana 0). Las determinaciones de las cinéticas de anticuerpo IgG se realizaron
mediante ELISA indirecto, utilizando como diana los antigenos de F. hepética rFhpCL1 (A), nMF6p/FhHDM-1
(B), o sSMF6p/FhHDM-1 (C). La respuesta de anticuerpos (valores DO) obtenida de cada grupo se represento
como cuadrados negros (Quil-A®), circulos rojos (Al(OH),) y triangulos azules (PBS). Las barras verticales
representan la desviacion estandar del valor medio para cada grupo de ovejas y semana de muestreo. (*) Se
observaron diferencias significativas (p <0.05) entre Quil-A® y los otros dos grupos. Abreviaturas: nMF6p =
nMF6p/FhHDM-1; sMF6p = sMF6p/FhHDM-1.
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que las ovejas inoculadas con Quil-A® antes de la infeccion tienden a producir sig-
nificativamente mas anticuerpos contra los correspondientes antigenos de Fasciola
que los inoculados con AI(OH),.

Efecto de la inmunizacion de ovejas con sMF6p/FhHDM-1 en Quil-A® sobre
la respuesta de anticuerpos inducidos durante la infeccion por F. hepatica.

Los resultados inesperados anteriores muestran que la administracion del
adyuvante Quil-A® modifica el repertorio de anticuerpos producido por las ove-
jas en respuesta al antigeno de Fasciola MF6p/FhHDM-1 nos llevo a investigar
si la vacunacion con Quil-A® mas sMF6p/FhHDM-1 puede alterar la cinética de
produccion de anticuerpos contra antigenos de F. hepatica presentes en los ES de
este parasito. Para llevar a cabo el estudio, probamos los mismos sueros de los
experimentos mostrados en las Figuras 1A-C en ELISA indirecto, pero utilizan-
do los ES de F. hepatica como antigeno diana, que incluyen, entre otros, FhCL1
nativo y nMF6p/FhHDM-1. La cinética de las respuestas de anticuerpos observa-
das en ovejas inmunizadas con rFhpCL1, sMF6p/FhHDM-1 o nMF6p/FhHDM-1,
respectivamente (todas formuladas en Quil-A®) versus Quil-A® solo, o PBS, se
muestran en la Figura 3. En general, la inmunizacion de ovejas con cada uno de
los antigenos probados en Quil-A® sigui6 una respuesta bifasica que cubria la in-
munizacion (semanas -8 a 0) y las fases de infeccion, respectivamente. Durante
la fase de inmunizacion, los animales produjeron una cantidad discreta (sSMF6p/
FhHDM-1) o intermedia (rFhpCL1 y nMF6p/FhHDM-1) que reacciona con los
antigenos nativos presentes en los AES de F. hepatica antes de la infeccion (dia 0)
y como esperado, no se observo respuesta en el grupo de animales inyectados con
Quil-A"® solo o con PBS. Luego, después del gran estimulo antigénico inducido
por la infeccion por Fasciola, todos los grupos de ovejas aumentaron considerable-
mente el nivel de anticuerpos circulantes para los AES hasta alcanzar los valores
maximos en la semana 8 después de la infeccion. Sin embargo, el tiempo requerido
para alcanzar los niveles maximos de anticuerpos varié dependiendo del antigeno
de inmunizacion. Mientras que las respuestas de anticuerpos maximas se obtuvie-
ron en las semanas 4-6 posteriores a la infeccion en animales inmunizados con
nMF6p/FhHDM-1 (triangulos abiertos invertidos), con rFhpCL1 (cuadrados abier-
tos), o inyectados con Quil-A® solo (circulos cerrados, linea roja), los valores de
DO equivalentes inducidas por inmunizacioén con Quil-A® mas sMF6p/FhHDM-1
no se lograron hasta la semana 8 postinfeccion (triangulos cerrados, linea azul).
En particular, observamos diferencias significativas en los niveles de anticuerpos
en las semanas 2 (p <0.05), 4 (p <0.01) y 6 (p <0.01) postinfeccion entre el grupo
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de ovejas inoculadas con Quil-A® mas sMF6p/FhHDM -1 frente al grupo inocu-
lado con Quil-A® solo (control). En este punto, es importante tener en cuenta que
el efecto paraddjico que se observd anteriormente en las ovejas inmunizadas con
sMF6p/FhHDM-1 mas Quil-A® no se debi6 a una inmunizacion deficiente ni a una
respuesta inadecuada frente al inmunogeno, ya que como se muestra en la Figura
1C, estos animales produjeron una respuesta de anticuerpos alta, que fue casi diez
veces mas alta en promedio que la inducida por nMF6p/FhHDM-1 formulada en el
mismo adyuvante (1/42.240 y 1/ 4.640, respectivamente).
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Figura 3. Cinética de los anticuerpos IgG contra las ES de Fasciola en ovinos inmunizados y luego infectados
por F. hepatica. Las inmunizaciones se realizaron con Quil-A® mas rFhpCL1 (cuadrados abiertos), nMF6p/
FhHDM-1 (triangulos invertidos abiertos) o sSMF6p/FhHDM-1 (triangulos azules). Las ovejas del grupo control se
inyectaron con Quil-A®solo (circulos rojos) o PBS (diamantes abiertos) al mismo tiempo que los inmunizados.
La inmunizacién consistié en dos inyecciones subcutaneas del antigeno correspondiente en las semanas -8 y -4
(flechas negras). Las infecciones experimentales se realizaron con 100 metacercarias de F. hepatica en el dia 0
(linea discontinua; INF). (*) y (**) indican, respectivamente, diferencias significativas en p <0.05 y p <0.01 entre
el grupo inmunizado con sMF6p/FhHDM-1 'y el control inoculado solo con Quil-A®. Las barras verticales repre-
sentan la desviacion estandar del valor medio para cada grupo de ovejas y semana de muestreo. Para facilitar
la visualizacion de los datos, solo se representan las SD de los grupos inmunizados con sSMF6p/FhHDM-1 mas
Quil-A® o Quil-A® solo (control). Abreviaturas: nMF6p = nMF6p/FhHDM-1; sMF6p = sMF6p/FhHDM-1.
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Efecto de la inmunizacion de ovejas con antigenos de F. hepatica en Quil-A®
sobre la respuesta de anticuerpos IgG1 y la produccion de IFN-y in vitro.

Aunque nunca se ha demostrado de manera convincente, algunos estudios
sobre vacunacion de rumiantes con antigenos de Fasciola sugieren que las respues-
tas de anticuerpos IgG2 ligados a células Th1, junto con la produccion de IFN-y, se
asocian con una proteccion parcial contra la infeccion por este parasito (Mulkahy
et al., 2001; Flynn et al., 2008; Pleasance et al., 2011). En consecuencia, proba-
mos si las diferencias observadas anteriormente en la respuesta de IgG inducida
por sMF6p/FhHDM-1 en comparaciéon con nMF6p/FhHDM-1 y rFhpCL1 pueden
deberse a la induccion de un perfil diferente de anticuerpos IgG, o a diferencias en
la produccion de IFN-y entre los diferentes grupos de ovejas.

Con respecto a los perfiles de IgG, se evaluaron las cinéticas de anticuerpos
IgG1 e IgG2 en ELISA indirecto con placas tapizadas con el antigeno homologo
correspondiente. Los resultados se muestran en la Figura 4. Aunque no se pueden
hacer comparaciones estadisticas entre las cinéticas de IgG1 e IgG2 inducidas por
los diferentes antigenos, ya que los datos provienen de ensayos ELISA con dife-
rentes antigenos diana, observamos lo siguiente: i) las respuestas de IgG1 fueron
claramente predominantes sobre las respuestas de IgG2, y siguieron una cinética
muy similar a la obtenida para la IgG total mostrada en la Figura 1 (téngase en
cuenta que aunque los niveles de anticuerpos IgG1 fueron similares para todos
los antigenos, para simplificar, solo se representaron los valores correspondientes
a sMF6p/FhHDM-1 en la Figura 4); ii) los tres antigenos ensayados formulados
en Quil-A® fueron capaces de producir anticuerpos 1gG2; iii) Los niveles de an-
ticuerpos IgG2 en los sueros se mantuvieron estables a lo largo del experimento
(entre las semanas -6 y +14), aunque también se puede evidenciar un maximo en
la semana -2 (dos semanas después de la segunda inmunizacion), particularmente
en ovejas inmunizadas con SMF6p/FhHDM-1; y iv) el estimulo de la infeccion no
aumento los niveles de anticuerpos IgG1 o IgG2 inducidos por las inmunizaciones
con el antigeno correspondiente mas Quil-A® (ver, por ejemplo, las sefiales de DO
obtenidas entre las semanas 0-4 post-infeccion), aunque no se pudo descartar que
la infeccion pudiera haber tenido alguna contribucion al mantenimiento de los ni-
veles de anticuerpos alcanzados por la inmunizacion.

Los datos de la produccion in vitro de IFN-y por parte de las PBMC obteni-
das de grupos de ovejas, pre-estimuladas durante las inmunizaciones con los an-
tigenos de Fasciola (sMF6p/FhHDM-1, nMF6p/FhHDM-1 y rFhpCL1) y, poste-
riormente reestimuladas in vitro con el antigeno homologo correspondiente, o con
el mitogeno Con A, se muestran en la Figura 5. Ademas, también mostramos los
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Figura 4. Cinética de los anticuerpos IgG1 e IgG2 inducidos en ovejas inmunizadas con varios antigenos
de Fasciola formulados en Quil-A® e infectados adicionalmente. Los andlisis se realizaron mediante ELISA
indirecto utilizando como diana los mismos antigenos utilizados para las inmunizaciones. Las leyendas son las
siguientes: circulos rellenos (respuesta IgG1 de ovejas inmunizadas con sMF6p/FhHDM-1); circulos abiertos
(respuesta 1gG2 de ovejas inmunizadas con sMF6p/FhHDM-1); cuadrados abiertos (respuesta IgG2 de ovejas
inmunizadas con nMF6p/FhHDM-1); Triangulos abiertos (respuesta IgG2 de ovejas inmunizadas con rFhpCL1).
Las barras verticales representan la SD del valor medio para cada grupo de ovejas. La inmunizacion consistio
en dos inyecciones subcutaneas del antigeno correspondiente en las semanas -8 y -4 (flechas negras). Las
infecciones experimentales se realizaron con 100 metacercarias de F. hepatica en el dia 0 (linea discontinua;
INF). Abreviaturas: nMF6p = nMF6p/FhHDM-1; sMF6p = sMF6p/FhHDM-1.

valores de IFN-y producidos por las PBMC procedentes de animales que recibieron
solo Quil-A® o PBS (controles) y se reestimularon de nuevo in vitro con nMF6p/
FhHDM-1 (es decir, el antigeno que provoca la mayor respuesta de IFN-y dentro
de los grupos de control). Como se puede observar, las determinaciones de IFN-y
se realizaron en la semana -8 (preinmunizacidn), en la semana -2 (tiempo para la
respuesta maxima de IgG1 e IgG2, segun los datos de la Figura 4) y en la semana
+2 (la semana en la que observo la produccion maxima de IFN-y en ovinos infec-
tados por Fasciola Moreau et al., 2010). El analisis de los datos (Figura 5A) revelo
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que las PBMC estimuladas con cada uno de los antigenos probados produjeron
altos niveles de IFN-y en la semana -2 (media valores de rango de 109,8 a 176,7
ng/ml; p> 0,05) y semana +2 (valores promedio de 95,9 a 198,5 ng/ml; p> 0.05),
pero también una alta variabilidad en los valores de IFN-y entre los animales de
cada grupo, lo que explica la ausencia de diferencias estadisticas entre los grupos.
Ademas, como se esperaba, no se observo respuesta entre los animales inyectados
solo con Quil-A® o con PBS (control) en ninguna de las semanas analizadas. De
manera complementaria a los resultados presentados en la Figura 5A, los datos en
la Figura 5B muestran la capacidad de las PBMC, preestimuladas como se indico
anteriormente, para producir IFN-y después de un estimulo in vitro con el mitoge-
no Con A. En este caso, las PBMC de ovejas (virgenes, o procedentes de ovejas
preinmunizadas con antigenos de Fasciola) produjeron cantidades apreciables de
IFN-y (promedio de 5,9-22,1 ng/ml en la semana -8; 9,4-31,4 ng/ml en la semana
-2; 8,6-65,8 ng/ml en la semana +2), pero en una proporcion menor que las PBMC
presensibilizadas y reestimuladas con los antigenos correspondientes (ver barras
verde, blanca y gris en la Figura 5A).

Efecto de la inmunizacion de ovejas con la proteina MF6p/FhHDM-1 de F.
hepatica formulada en Quil-A®

Con el fin de analizar si la inmunizacion de ovejas con antigenos MF6p/FhHDM-1
formulada en Quil-A® tiene alguna influencia en el metabolismo del parasito vy,
por lo tanto, en la proteccion de las ovejas contra la infeccion por F. hepatica, los
animales infectados se sacrificaron en la semana +14 p.i. y el nimero y el tamafio
de las fasciolas adultas, asi como la liberacion de antigeno en las heces, fueron
registrados. Como puede verse en la Tabla 1, no hubo reducciones significativas
en numero de fasciolas en los grupos inmunizados, incluido el grupo inmunizado
con rFhpCL1. Sin embargo, en algunos de los animales vacunados se pudo de-
mostrar un efecto perjudicial sobre el parasito. En este sentido, observamos que
la inmunizaciéon con MF6p/FhHDM-1, en particular en su forma nativa (grupo 2)
redujo significativamente el tamafio de las fasciolas adultas en comparacion con
los inmunizados con rFhpCL1 mas Quil-A® (grupo 1), o con el control que solo
recibid PBS (grupo 5). Sin embargo, al analizar la liberacion media de antigeno por
fasciola, solo la vacunacion con el antigeno SMF6p/FhHDM-1 en Quil-A® (grupo
3) mostrd una reduccion significativa en comparacion con los controles no inmu-
nizados (grupos 4 y 5).

Para evaluar si el efecto anterior sobre el crecimiento de las fasciolas y la
liberacién de antigenos tenia alguna relacion con los niveles de anticuerpos IgG2
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Figura 5. Produccion de IFN-y (ng/ml) por PBMC de ovejas después de la reestimulacion in vitro con el antige-
no homologo correspondiente (A) o con el mitdgeno Con A (B). Las PBMC se obtuvieron de ovejas preestimu-
ladas por dos inmunizaciones subcutaneas (semanas -8 y -4) con sMF6p/FhHDM-1 (barras verdes), rFhpCL1
(barras blancas) o nMF6p/FhHDM-1 (barras grises), todas ellas formuladas en Quil- A®. Las ovejas de control
se iinyectaron con Quil-A® (barras azules) o PBS (barras rojas) al mismo tiempo que las inmunizadas. Las
determinaciones de IFN-y se realizaron en las semanas -8 (pre-inmunizacion), la semana -2 (pre-infeccion) y la
semana +2 (post-infeccion). Las barras verticales representan el error estandar de los valores medios. Abrevia-
turas: nMF6p = nMF6p/FhHDM-1; sMF6p = sMF6p/FhHDM-1.

e IFN-y inducidos por los antigenos previamente descritos formulados en Quil-A®,
se realizo un analisis de correlacion comparando los tamafios de las fasciolas y la
liberacion de antigenos en el dos grupos de ovejas inmunizadas con los antigenos
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MF6p/FhHDM-1 (sintéticos o nativos) con los valores individuales de produccion
de IgG2 e IFN-y (no mostrados). No se observo una correlacion lineal significativa
entre los valores de IgG2 o IFN-y medidos antes de la infeccion (semana -2), lo que
sugiere que el efecto perjudicial para las fasciolas generado por la vacunacion con
tales antigenos no esta directamente relacionado con la potenciacion de un estimu-
lo antigénico basado en respuestas Thl antes de la infeccion.

Grupo Antigeno N° de fasciolas % recuperacion Tamafio fasciolas (mm)  Ag liberado (media +
(datos individuales) (media + SD) (media + SD)* SD)**

1 rpFhCL1 + Quil A 28; 28; 45; 52; 65 43.6+15.9 18.2+2.52 49.5+13.0

2 nMF6p + Quil A 19; 24, 33; 33; 47 31.2+10.7 15.2+3 2abe 51.2+31.6

3 sMF6p + Quil A 24; 27, 33; 40; 52 35.2+11.2 16.7+2.8ad 27.5+22.8ab

4 Quil A 26; 28; 36; 48 34.5+10.0 17.6x2.7 111.6+5.92

5 PBS 24, 28; 36; 47, 48 36.6+10.9 17.8+3.9¢d 97.4+50.7°

Tabla 1. Efecto de la inmunizacién con antigenos de F. hepatica formuados con Quil A® sobre el tamafio de las
fasciolas y la liberacion de antigeno en ovejas infectadas. Para cada grupo de infeccion, la tabla muestra el
numero de tirones establecidos, el porcentaje de recuperacion de fasciolas, el tamafio de las fasciolas y la can-
tidad promedio de antigeno (catepsinas L1, L2 y L5) liberados por fasciola (ng/ml/fasciola). Un animal del grupo
de control de Quil-A® se descarto debido a un fallo en la infeccion. Se midieron todas las fasciolas recuperadas
sin dafio dentro de cada grupo: grupo 1 (n = 141); grupo 2 (n = 127); grupo 3 (n = 97); Grupo 4 (n = 86) y Grupo
5 (n =161). Las letras superindice emparejadas entre grupos dentro de la misma columna indican diferencias
estadisticamente significativas. (*): los valores de p dentro de la columna fueron: p <0.001 (grupos 1-2, 2-4 y
2-5), p <0.01 (grupos 1-3 y 2-3) y p <0.05 entre los grupos 3- 5. (**): los valores de p dentro de la columna
fueron: p <0.01 para las comparaciones entre los grupos 3-4 y p <0.05 para los grupos 3-5.
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Construccion y evaluacién de antigenos quiméricos en distintas espe-
cies animales.

En el area de Parasitologia se han investigado algunas vacunas compuestas
de secuencias quiméricas capaces de conferir proteccion contra enfermedades re-
levantes de protozoos y helmintos (Anugraha et al., 2015, Gu et al., 2017, Kaba
et al., 2008, Pinheiro et al., 2014). Sin embargo, una logica respecto a la seleccion
de espaciadores, la polarizacion de epitopos, la formacion de neoepitopos T y la
variacion de la respuesta inmune entre diferentes especies todavia no se han in-
vestigado de una manera racional. En consecuencia, y para comprender mejor esta
area, en el presente estudio (Anexo 2) investigamos como los antigenos quimé-
ricos compuestos de dos o tres epitopos B derivados de los parasitos Trichinella
spiralis y F. hepatica, y unidos por el mismo o diferentes espaciadores, indujeron
la formacion de anticuerpos IgG en ratones. Ademas, se investigd la respuesta de
anticuerpos frente a una seleccion de quimeras en otras especies muy diferentes:
oveja y rodaballo.

Respuestas de anticuerpos inducidas por quimeras B diepitopicas derivadas
de secuencias de helmintos en ratones

Para comprender mejor el reconocimiento de los epitopos B quiméricos li-
neales derivados de antigenos de helmintos en diferentes especies de animales, co-
menzamos este estudio probando quimeras diepitopicas en ratones. Estas quimeras
consistian en dos epitopos B descritos previamente: la secuencia hidrofébica MT-
FSVPIS (GRAVY = 1,188), que pertenece a la proteina gp53 de T. spiralis y que es
reconocida por el mAb US9 (epitopo US9) (Perteguer et al., 2004, Romaris et al.,
2002, 2003), y una segunda secuencia (23-mer) derivada de la region N-terminal
de las catepsinas L de F. hepatica (CL; Cornelissen et al., 1999), ambas conecta-
das por el espaciador GSGSG flexible (de Souza et al., 2013). Ademas, como los
adultos de F. hepatica expresan tres clados de CL (CLI, CL2 y CL5; Robinson
et al., 2008a) y estas moléculas mostraron diferencias en la antigenicidad como
dianas en ELISA (Martinez-Sernandez et al., 2018), probamos quimeras diepito-
picas que contienen el epitopo US9 unido a cada uno de los epitopos derivados de
CL descritos anteriormente (ver secuencias D1, D2 y D3 en la Figura 1). Para una
mejor comparacion, también investigamos la respuesta de anticuerpos de ratones
a una quimera recombinante (rUS9-FhpCL1, 313 residuos) expresada en E. coli,
que contiene el epitopo US9 después de la etiqueta 6XHis y es seguida por toda la
procatepsina L1 de F. hepatica, excluyendo el péptido sefial (ver Figura 1).
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Los datos en la Figura 2 muestran los titulos de anticuerpos obtenidos en
ratones inmunizados con las quimeras D1, D2, D3 o rUS9-FhpCL1. Se puede ob-
servar que las respuestas de anticuerpos a todas las quimeras D1, D2 y D3 (Figuras
2A-C) fueron excelentes (titulos> 1/25.000) a pesar del hecho de que estos anima-
les solo recibieron una tnica inmunizaciéon en FCA. Por el contrario, ninguna de
las quimeras probadas indujo una respuesta de anticuerpos contra el epitopo B de
US9 (contenido en el péptido TSP12; Figura 2D), que podria estar relacionada con
su posicionamiento en la region N-terminal de las quimeras o con una inmunoge-
nicidad deficiente de este epitopo.

Nuestros datos en la Figura 2 también mostraron que los animales inmuniza-
dos con la quimera rUS9-FhpCL1 mostraron una alta respuesta de anticuerpos con-
tra esta quimera (titulo> 1/100.000; no se muestra) pero una baja respuesta de IgG
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Figura 2. Titulos de anticuerpos IgG completos obtenidos en ratones BALB/c (10 animales por grupo) inmuniza-
dos con quimeras D1, D2, D3 o rUS9-FhpCL1 en CFA. Las diluciones de los sueros de cada grupo se probaron
contra la secuencia US9 (TSP12) y las quimeras D1, D2 y D3 en ELISA indirecto. Los nimeros en el gje x
representan el Log2 de cada dilucion a partir de 1/100. Las barras verticales representan la desviacion estandar
de la media. EI mAb US9 también se usd como control para confirmar la disponibilidad del epitopo US9 en el
péptido TSP12 unido a la placa (no mostrado).
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frente a la quimera D1 (Figura 2A), lo que sugiere que el epitopo CL1 tiene poca
contribucion a la antigenicidad global de la molécula. Ademas, nuestros resultados
en la Figura 2 sugirieron que, aunque de secuencia similar, el epitopo CL5 (deriva-
do de Fasciola CL5) presente en la quimera D3 indujo niveles de anticuerpos mas
altos que los epitopos CL1 y CL2 presentes en las quimeras D1 y D2, respectiva-
mente (ver Figuras 2A-C). Sin embargo, este resultado no parece ser extrapolable
a toda la molécula, ya que se informo6 que la CL2 recombinante fue ligeramente
mejor reconocida que la CL1 y la CLS5 por los anticuerpos inducidos durante las
infecciones naturales del ganado (Martinez-Sernandez et al., 2018).

Ya que para inducir una respuesta de anticuerpos TD se requiere al menos la
presencia de un epitopo de células T en el inmunodgeno, las secuencias de quimeras
D1, D2 y D3 se analizaron con la herramienta bioinformatica PredBALB/c (Zhang
etal., 2005a) que predice la union de péptidos a moléculas H-2¢ de clase IT de raton
(alelos I-A%y I-EY). Los resultados en la Tabla 1 mostraron que contienen 2-5 nona-
meros con alta probabilidad (puntuacion >9; rango 0-10) de union a los alelos H-2¢
de clase II, lo que esta de acuerdo con las altas respuestas de anticuerpos obtenidas

H-2 D1 D2 D3 D4 D5/D6
alelo
SGYVTEVKD (9.50) | SGSGAVPES (9.20) | SGAVPDRID (9.10) |RDYYYVTEV (9.20) | RDYYYVTEV (9.20)
VTEVKDQGN (9.04) SGAVPESID (10.0) SGYVTEVKD (9.50) YYYVTEVKN (9.50) YYYVTEVKN (9.50)
1-AY RDYYYVTEV (9.20) GSGSGVTKA (9.50)
YYYVTEVKN (9.50) GSGVTKAYE (9.10)
SGVTKAYEK (9.30)
|-Ed KIDWRESGY (9.50) IDWRDYYYV (9.50) IDWRDYYYV (9.50) IDWRDYYYV (9.50)
VTKAYEKAR (9.12) | TFSVPISGP (9.32)*
H-2 D7 D8 T T2 T3
alelo
TFSVPISKK (9.20) | RDYYYVTEV (9.20 SGSGAVPES (9.20) | TFSVPISKK (9.20) | TFSVPISKK (9.20)
ISKKAVPES (9.28) | YYYVTEVKN (9.50 SGAVPESID (10.0) | ISKKAVPES (9.28) | SKKVTKAYE (9.70)
|-Ad RDYYYVTEV (9.20) RDYYYVTEV (9.20) RDYYYVTEV (9.20) DRAKKAVPE (9.10)
YYYVTEVKN (9.50) GQCKKVTKA (9.30) YYYVTEVKN (9.50) RDYYYVTEV (9.20)
GQCKKVTKA (9.30) | YYYVTEVKN (9.50)
CKKVTKAYE (9.30)
TFSVPISKK (9.80) | IDWRDYYYV (9.50 IDWRDYYYV (9.50) | TFSVPISKK (9.80) | TFSVPISKK (9.80)
ISKKAVPES (10.0) | EVKNQGQCK (9.70) | EVKNQGQCK (9.70) | ISKKAVPES (10.0) | PISKKVTKA (9.20
IDWRDYYYV (9.50) GQCKKVTKA (9.20) IDWRDYYYV (9.50) ISKKVTKAY (9.40)
EVKNQGQOCK (9.70) | KKVTKAYEK (9.70)
1-E¢ GQCKKVTKA (9.20) | KVTKAYEKA (9.70)
KKVTKAYEK (9.70) | VTKAYEKAR (9.12)
KVTKAYEKA (9.70) YEKARDRAK (9.26)
VTKAYEKAR (9.12) EKARDRAKK (9.80)
IDWRDYYYV (9.50)

Tabla 1. Numero de péptidos de unién de CPH de clase Il putativos (H-2¢) predichos para cada antigeno qui-
mérico con el algoritmo PredBALB/c. Los nimeros entre paréntesis indican la puntuacion obtenida para cada
péptido (rango 0-10). Cuanto mayor sea la puntuacién, mayor seré la probabilidad de que una molécula de
os alelos I-A% o |-E¢ reconozca un péptido determinado. Los nonameros que incluyen alguno de los residuos
pertenecientes a los espaciadores utilizados para enlazar los diferentes epitopos se muestran en negrita.

(*): Predicho en la quimera D6 solamente.
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anteriormente. Ademas, como se puede ver, la mayoria de los supuestos epitopos T
se localizaron en las secuencias CL, aunque también se predijo la presencia de tres
neoepitopos T que se superponen parcialmente con el espaciador GSGSG.

En vista de la ausencia de una respuesta de anticuerpos al epitopo US9 en
ratones inmunizados con las quimeras D1, D2 y D3, investigamos si el posiciona-
miento de un epitopo CL en la posicion N-terminal de una quimera también falla
para inducir anticuerpos en estos animales. En este caso, el antigeno quimérico
se construyo6 con dos epitopos de F. hepatica: el epitopo CL2 (23 mer), colocado
en la posicion N-terminal seguido por la secuencia del espaciador GSGSG y por
un segundo epitopo derivado de la secuencia de MF6p/FhHDM-1 procedente de
la proteina de union a hemo madura (Martinez-Sernandez et al., 2014, 2017a; ver
quimeras D4 y D5 en la Figura 1). Entre estos ultimos, probamos dos secuencias in-
ternas de 12-mer de la proteina MF6p/FhHDM-1 madura: *VTKAYEKARDRA*
y “LNRLTDRLEKYA® (Figura 1), que también estan presentes en la proteina
MF6p/FgHDM-1 de F. gigantica (Martinez-Sernandez et al. al., 2017b).

Los resultados en la Figura 3 mostraron que las quimeras D4 y D5 indujeron
altas respuestas de anticuerpos en ELISA, pero una respuesta pobre cuando los
sueros se sometieron a pruebas cruzadas, a pesar del hecho de que comparten la
misma secuencia CL2-GSGSG. Ademads, mientras que los anticuerpos inducidos
por la inmunizacidon con la quimera D2 (que contiene el epitopo CL en la posi-
cion C-terminal y carece de cualquier secuencia MF6p/FhHDM-1) reaccionaron
con las quimeras D4 y D5, los anticuerpos inducidos por esta Gltima reaccionaron
pobremente con la quimera D2. Estos resultados confirmaron nuevamente la falta
de respuesta de anticuerpos frente al epitopo de células B ubicado en la region N-
terminal de la secuencia y sugieren que la mayoria de los anticuerpos inducidos por
las quimeras D4 y D5 estan dirigidos contra las secuencias MF6p/FhHDM-1 co-
locadas en posicion C-terminal (MF6p2 en la quimera D4 o MF6p4 en la quimera
DS5) con o sin la participacion del espaciador GSGSG.

Para descartar la posible implicacion de este espaciador y, por lo tanto, la
formacion de neoepitopos, probamos los mismos sueros contra dos quimeras que
contienen la secuencia MF6p2 en posicion central (T3, ver Figura 1) o en la posi-
cion C-terminal (T2, ver Figura 1), careciendo ambos del espaciador GSGSG. Los
resultados en la Figura 3 mostraron que los sueros de ratones inmunizados con la
quimera D4 (barra negra) eran altamente reactivos con la quimera T2, pero menos
reactivos con la quimera T3. Estos datos indicaron que la mayoria de los anti-
cuerpos inducidos por la quimera D4 se dirigen contra el epitopo MF6p2, aunque
este epitopo se reconoce mejor cuando se encuentra en la posicion C-terminal del
antigeno diana.
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Figura 3. Respuestas de anticuerpos IgG totales obtenidos en ratones BALB/c inmunizados con quimeras D2
(10 animales), D4 (9 animales) y D5 (9 animales) en CFA. Cada grupo de sueros se probd a una dilucién 1/100
contra las quimeras D2, D4, D5, T2 y T3 en ELISA indirecto. Las barras verticales representan la desviacion
estandar de la media. La leyenda debajo de la gréfica de barras indica los epitopos que potencialmente pueden
ser reconocidos por cada grupo de sueros, asi como su orientacion dentro de la quimera (N-terminal: guion a
la derecha; central: guidn izquierdo y derecho; o C-terminal: guion izquierdo) y si son compartidos o no por las
diferentes quimeras (segmentos horizontales).

Para explorar mejor la influencia de los espaciadores en la antigenicidad
de los antigenos quiméricos, construimos dos nuevas quimeras, que mantienen la
estructura de la quimera D2, pero cambiando el espaciador GSGSG a GPGPG
(quimera D6), una secuencia del espaciador utilizada para interrumpir la célula T
de la union. epitopos (Livingston et al., 2002, Nezafat et al., 2016), o la secuencia
KK (quimera D7), utilizada recientemente para aislar epitopos de células T y B
contiguos (Gu et al., 2017). De nuevo, los sueros de animales inmunizados con
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quimera D2 que contenian el espaciador GSGSG se usaron para comparacion. Los
resultados presentados en la Figura 4 mostraron, nuevamente, que no hay respues-
tas de anticuerpos al epitopo US9 (TSP12) presentes en las quimeras D2, D6 y
D7. Sin embargo, todas las quimeras indujeron buenas respuestas de anticuerpos
al epitopo CL2, como lo indican los altos valores de DO obtenidos con cada una
de las quimeras inmunizantes (auto-reconocimiento) y con las quimeras unidas por
otros espaciadores (reconocimiento cruzado) en ELISA. Ademas, investigamos la
influencia de la posicion del epitopo CL2 en la secuencia objetivo mediante la
prueba de dos quimeras adicionales en las que el epitopo CL2 esta en una posicion
central (T1, ver Figura 1) o en la region N-terminal (D4, ver Figura 1). En este
caso, no se observaron diferencias entre las sefiales de DO con reaccion automatica
y de reaccion cruzada (Figura 4), lo que indica que todos los sueros reconocieron el
epitopo CL2 independientemente de su posicion en el antigeno diana.

Ademas de los epitopos de células B, también investigamos la posible in-
fluencia de los espaciadores en la alteracion del repertorio de epitopos de células T
a lo largo del antigeno quimérico. Como se puede ver en la Tabla 1, la herramienta
de bioinformatica PredBALB/c predijo que algunas de las quimeras diepitdpicas
no tendrian secuencias de aminoacidos capaces de unirse a los alelos I-A¢ y I-E¢
que contienen parciales (quimeras D2, D3, D4 y D6) o secuencias de espaciador
completas (D7) (todas marcadas en negrita). Curiosamente, con respecto a las qui-
meras D6 y D7, la adicion de residuos correspondientes al espaciador GPGPG o
KK, respectivamente, convirtié la secuencia US9 en un probable epitopo de células
T, lo que podria aumentar la sefializacion de las células T favoreciendo la induccion
de anticuerpos al epitopo CL2 .

Respuestas de anticuerpos de ratén inducidas por quimeras B triepitopicas
construidas con diversos espaciadores

A partir de los resultados bioinformaticos presentados en la seccion anterior,
llegamos a la conclusion de que las secuencias espaciadoras pueden contribuir a
aumentar el nimero de epitopos T disponibles en las quimeras al inducir la forma-
cion de neoepitopos T. Sin embargo, no pudimos dilucidar qué secuencia espacia-
dora seria mas favorable para inducir respuestas de anticuerpos timo-dependientes
(TD) con minima o ninguna formacién de neoepitopos B, un aspecto relevante para
lograr la maxima eficacia de la vacuna. Ademas, nuestros resultados no aclararon
cuales son las posiciones mas adecuadas para los epitopos de células B en quimeras
multiepitope. Para abordar estas preguntas, diseflamos quimeras triepitopicas utili-
zando una combinacion del espaciador GSGSG con KK, o KK solo, y permutando
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Figura 4. Respuestas de anticuerpos IgG totales obtenidos en ratones BALB/c inmunizados con las quimeras
D2 (10 animales) y D6 (8 animales) y D7 (8 animales) analizados. Cada grupo de suero se probé a una dilucion
1/100 frente a las quimeras D2, D4, D6, D7 y T1, asi como fente al péptido TSP12 (epitopo US9) en ELISA indi-
recto. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media. La leyenda debajo de la grafica de
barras indica los epitopos que potencialmente pueden ser reconocidos por cada grupo de sueros, asi como su
orientacion dentro de la quimera (N-terminal: guién derecho; central: guiones izquierdo y derecho; o C-terminal:
guion a la izquierda) y si son compartidos o no por las diferentes quimeras (segmentos horizontales). El mAb
US9 también se usé como control para confirmar la disponibilidad del epitopo US9 en el péptido TSP12 unido
ala placa (no mostrado).

la posicion de los epitopos central y C-terminal (ver quimeras T1, T2 y T3, Figura
1). Las respuestas de anticuerpos obtenidas después de la inmunizacion de ratones
BALB/c con cada una de estas quimeras se muestran en la Figura 5. Se observaron
tres hallazgos principales: i) en cuanto a las quimeras diepitdpicas, no se dirigio
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ninguna respuesta de anticuerpos al epitopo US9 (antigeno TSP12) colocado en
la posicion N-terminal de la quimera; ii) las tres quimeras triepitopicas indujeron
excelentes respuestas de anticuerpos contra si mismas (reconocimiento propio y
cruzado) y contra las quimeras D2 y D4, pero solo los anticuerpos inducidos por
las quimeras T2 y T3 reaccionaron fuertemente con la quimera D5, que carece del
epitopo MF6p2; y iii) la proteina sintética MF6p/FhHDM-1, que contiene la se-
cuencia del epitopo interno MF6p2 (3*V-%A), solo fue reconocida por anticuerpos
inducidos por la quimera T2 y, en menor medida, por aquellos inducidos por la qui-
mera T3. A partir de estos resultados, llegamos a la conclusion de que las quimeras
T1, T2 y T3 eran capaces de inducir anticuerpos contra los epitopos tanto de CL2
como de MF6p2. Sin embargo, en comparacion con T2 y T3, parece que T1 indujo
un conjunto diferente de anticuerpos ya que: i) estos anticuerpos no reaccionaron
con el epitopo CL2 cuando se ubicaron en la posicion N-terminal de la secuencia
objetivo (por ejemplo, quimera D5, Figura 5) y ii) el epitopo MF6p2 no se recono-
ci6 cuando se ubico en una posicion interna (como en la proteina sintética MF6p/
FhHDM-1). Estas conclusiones también fueron respaldadas por varios ELISA de
inhibicidn (no mostrados) que descartaron cualquier posible artefacto debido a una
orientacion inadecuada de los péptidos diana en los ELISA indirectos.

En cuanto al efecto de la orientacion de los epitopos en el antigeno, nuestros
resultados también indicaron que las secuencias espaciadoras pueden ejercer una
influencia sobre la antigenicidad de las quimeras triepitopicas. Esto se dedujo del
hecho de que, aunque las quimeras T1 y T2 comparten el mismo posicionamiento
del epitopo, generaron un conjunto distinto de anticuerpos, ya que solo los anti-
cuerpos inducidos por la quimera T2 fueron capaces de reconocer los epitopos CL2
(presentes en las quimeras D2 y D5) y MF6p2 (presente en la quimera D4 y en
MF6p/FhHDM-1) independientemente de su posicion en el antigeno diana (Figura
5). Estos resultados sugieren que los epitopos separados por los espaciadores KK
pueden ser una mejor opcion para los experimentos de inmunizacion con antigenos
quiméricos.

Ademas de la determinacion de las respuestas de anticuerpos IgG totales
inducidas por las quimeras triepitopicas en ratones, investigamos la influencia de
los diferentes espaciadores y/o la posicion de los epitopos B en el repertorio de
subclases de IgG inducidas por estas quimeras. Las respuestas de anticuerpos de la
subclase IgG inducidas por las quimeras T1, T2 y T3 frente a si mismas, asi como
frente a las quimera D5 y sMF6p, se determinaron en ELISA. Los resultados pre-
sentados en la Figura 6 muestran que todas las quimeras indujeron la formacion de
anticuerpos de todas las subclases de IgG en ratones, lo cual es concordante con la
la respuesta de anticuerpos obtenida para anticuerpos anti-IgG totales (ver arriba).
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Figura 5. Respuestas de anticuerpos IgG totales obtenidos en ratones BALB/c (8 animales por grupo) inmu-
nizados con quimeras triepitopicas T1, T2 y T3. Las mezclas de sueros se analizaron en ELISA indirecto a
una dilucion 1/100 frente al péptido TSP12 (epitopo US9), las quimeras triepitdpicas T1, T2 y T3, las quimeras
diepitopicas D2, D4 y D5 y la proteina SMF6p/FhHDM-1. Las barras verticales representan la desviacion estan-
dar de la media. La leyenda debajo de la grafica de barras indica los epitopos que potencialmente pueden ser
reconocidos por cada grupo de sueros, asi como su orientacion dentro de la quimera (N-terminal: guién a la
derecha; central: guiones izquierdo y derecho; o C-terminal: guién a la izquierda) y si son compartidos o no por
las diferentes quimeras (segmentos horizontales). EI mAb US9 también se us6 como control para confirmar la
disponibilidad del epitopo US9 en el péptido TSP12 unido a la placa (no mostrado).

El epitopo US9 influye en la respuesta de anticuerpos de los ratones al epito-
po CL2

La falta de una respuesta de anticuerpos relevante en ratones para el epitopo
colocado en la region N-terminal de las quimeras diepitopicas y triepitopicas (es
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Figura 6. Analisis de las respuestas de anticuerpos 1gG1, 19G2a, 1gG2b e IgG3 obtenidas en ratones BALB/c
después de la inmunizacion con las quimeras triepitopicas T1, T2 y T3 en CFA. Las mezclas de sueros se ana-
lizaron en ELISA indirecto diluidos 1/100 y se ensayaron frente a la quimera D5, la proteina sMF6p/FhHDM-1
y la quimera correspondiente utilizada para la inmunizacion (auto-reconocimiento). Las barras verticales repre-
sentan la desviacion estandar de la media.

decir, contra los epitopos de US9 o CL2) nos llevo a asumir que ésta podria no ser
una posicion adecuada colocar un epitopo B. Sin embargo, considerando que la
secuencia CL2 contiene supuestos epitopos T (Tabla 1), surge una duda sobre si la
presencia del epitopo US9 hidrofobico en cualquier posicion de una quimera pue-
de modular las respuestas a otros epitopos vecinos. Para comprobar este aspecto,
inmunizamos ratones con una nueva quimera diepitopica (D8; ver Figura 1) que
tiene los mismos epitopos US9 y CL2 que la quimera D7 pero invertidos en sus
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posiciones. Después de probar los sueros obtenidos de ratones inmunizados con
la quimera D8, observamos que esta quimera producia una excelente respuesta
de anticuerpos contra si misma (Figura 7) y que dicha respuesta se dirigia exclu-
sivamente contra el epitopo CL2. Este resultado fue sorprendente, ya que, como
se sefiald anteriormente, los anticuerpos inducidos por las quimeras D4 y D5, que
llevan el epitopo CL2 en la misma posicion N-terminal que D8 pero carecen de la
secuencia US9, no reaccionaron con dicho epitopo.

Andlisis de las respuestas de anticuerpos inducidas por quimeras B diy
triepitdpicas en otras especies animales

Ademas de los ratones BALB/c hemos realizado un estudio exploratorio
sobre las respuestas de anticuerpos de ovejas y rodaballo frente a una seleccion de
los antigenos quiméricos anteriores. Los datos sobre las respuestas de anticuerpos
IgG de ovejas inducidas por inmunizacion con quimeras D2, T2 y T3 se muestran
en la Figura 8. En cuanto a los ratones, no se obtuvo respuesta de anticuerpos al
epitopo US9 con ninguna de las tres quimeras inmunizantes. Sin embargo, las res-
puestas de anticuerpos de estos animales mostraron algunas diferencias notables
con respecto a los ratones. En este sentido, observamos que mientras las ovejas

C1T2 I D8
TSP12

Dg—H
D7—f
D“—fﬁ

0.0 0.4 0.8 1.2 1.6

Antigeno diana

Absorbancia (492 nm)

Figura 7. Respuestas de anticuerpos IgG completos obtenidos en ratones BALB/c inmunizados con quimeras
D8y T2. Los grupos de sueros se analizaron en ELISA indirecto a una dilucién 1/100 frente al péptido TSP12
(epitopo US9) y las quimeras diepitopicas D4, D7 y D8. Las barras horizontales representan la desviacion es-
tandar de la media. El anticuerpo monoclonal US9 también se usé como control para confirmar la disponibilidad
del epitopo US9 en el péptido TSP12 unido a la placa (no mostrado).
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Figura 8. Respuestas de anticuerpos IgG totales obtenidos en ovejas (3 animales por grupo) inmunizadas
con la quimera diepitopica D2 o con las quimeras triepitopicas T2 y T3 formuladas en Quil-A®. El suero de
cada animal individual se probé diluido 1/100 en ELISA indirecto frente al péptido TSP12 (epitopo US9), las
quimeras D2, D7, T1, T2 y T3, y la proteina sMF6p/FhHDM-1. A) oveja inmunizada con la quimera D2, B)
oveja inmunizada con la quimera T2; C) Oveja inmunizada con la quimera T3. El valor medio de DO obtenido
para cada oveja individual dentro de un grupo (n = 3) se representé mediante un pequefio cuadrado rojo en la
figura. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media. El mAb US9 también se us6 como
control para confirmar la disponibilidad del epitopo US9 en el péptido TSP12 unido a la placa (no mostrado).

producian poco o ningun anticuerpo para la quimera T2 (Figura 8B), estos anima-
les respondian bien a las quimeras D2 (respuesta més alta) y T3, aunque se observo
una variabilidad relevante entre los animales dentro de cada grupo (representado
en la Figura 8 con puntos rojos). Ademas, considerando la composicion de epito-
pos de los antigenos quiméricos, es de destacar que la mayoria de los anticuerpos
producidos en ovejas se dirigieron contra el epitopo CL2. Esto se dedujo del hecho
de que hubo una ausencia de reconocimiento de los epitopos US9 (Figuras 8A-C)
y MF6p2 (Figuras 8B-C), y que se obtuvieron valores de DO similares utilizando
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como diana la quimera inmunizante (auto-reconocimiento) y quimeras diferentes
del inmunodgeno, pero que comparten el epitopo CL2 (reconocimiento cruzado).

Una vez investigada la respuesta a las quimeras T2 y T3 en ovejas, evalua-
mos la respuesta de anticuerpos del rodaballo frente a estos antigenos. Las respues-
tas de anticuerpos de estos peces a las quimeras T2 y T3 se muestran en la Figura
9. Se debe subrayar que, a diferencia de las ovejas, el rodaballo gener6 una alta
respuesta de anticuerpos frente a los epitopos B presentes en la quimera T2 (epito-
pos CL2 y MF6p2) pero, inesperadamente, poca o ninguna respuesta a la quimera
T3. El buen reconocimiento del epitopo MF6p2 por los anticuerpos inducidos por
la quimera T2 se evidenci6 por la excelente reactividad de dichos anticuerpos em-
pleando como diana los antigenos sMF6p/FhHDM-1 y sMF6a (Figura 9).

297 mET2 [ T3

1.0

Absorbancia (492 nm)

0.0 -
TSP12 D2 D5 D6 D7 T T2 T3 sMF6p MF6a

Antigeno diana

Figura 9. Analisis de la respuesta de anticuerpos IgM en rdaballos (20 animales por grupo) inmunizados con
las quimeras triepitopicas T2 y T3 formulado en CFA (primera inmunizacion) y en IFA (segunda inmunizacion).
Los sueros combinados de cada grupo (n = 20) se probaron diluidos a 1/100 en ELISA indirecto frente a los
péptidos TSP12 (epitopo US9), sSMF6a, la proteina SMF6p, las quimeras diepitopicas D2, D5, D6 y D7, asi como
contra quimeras triepitépicas T1, T2 y T3. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media.
El mAb US9 también se usé como control para confirmar la disponibilidad del epitopo US9 en el péptido TSP12
unido a la placa (no mostrado).
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La recaptura en placa como nueva estrategia para purificar antigenos
recombinantes expresados en E. coli y evitar reacciones inespecificas
en ELISA.

El empleo de columnas cromatograficas IMAC es una estrategia amplia-
mente utilizada para la purificacion de antigenos recombinantes que continenen la
etiqueta 6xHis en un solo paso. Sin embargo, la contaminacion con proteinas ricas
en histidina, procedentes de los microorganismos transformados (principalmente,
E. coli), puede generar problemas de inespecificidad cuando las mismas se usan
en inmunodiagnostico. Una posible estrategia para evitar dicho problema es injer-
tar en la proteina de interés una segunda etiqueta consistente en un epitopo lineal
reconocido por un anticuerpo monoclonal (mAb). Es mas, esta segunda etiqueta
podria ser empleada para desarrollar métodos ELISA sandwich ya que permitiria
recapturar el antigeno directamente en los pocillos de las placas ELISA en un solo
paso. Para explorar esta metodologia, y partiendo de la disponibiliad del anticuerpo
monoclonal US9 que reconoce la secuencia lineal MTFSVPIS (epitopo US9; ver
articulo anterior y Anexo 2), en este nuevo estudio hemos investigado el potencial
de esta secuencia en el disefio de nuevos métodos de inmunodiagnoéstico. Para ello,
y como prueba de concepto, hemos empleado como molécula diana una proteina
recombinante de Fasciola, FNLAP, que se expresa en forma soluble en E. coli.

Clonacién y expresion de la proteina quimeérica rUS9-FhLAP

El alineamiento de la secuencia de aminoéacidos correspondiente al marco de
lectura de la proteina FhLAP clonada en este estudio (gb|MF945962) y la secuen-
cia anotada por Acosta et al. (Resultados no publicados; gb|]AAV59016.1) se mues-
tra en la Fig. 1. También se muestra la region terminal amino extra (subrayada), que
incluye la etiqueta 6xHis correspondiente (azul) y el epitopo US9 (rojo). Respecto
a la secuencia del epitopo US9, la herramienta bioinformatica ProtParam mostro
que dicha secuencia es de naturaleza hidrofoba, con un indice alifatico de 85 y
un valor de GRAVY de 1,188 (altamente hidrofobo). Sin embargo, considerando
la secuencia completa de aminoacidos insertada en la region amino terminal de
rUS9-FhLAP, es decir, los primeros 20 residuos en la Fig. 1 (subrayado), el indice
alifatico disminuyo a 34.0 y el valor de GRAVY fue -0.735 (moderadamente hidro-
filo). Ademas del residuo inicial M, también se introdujeron una R y dos dipéptidos
(GS) que flanquean las etiquetas 6xHis y US9 en la proteina recombinante debido
al procedimiento de clonacion en el vector pQE30 escindido con las enzimas de
restriccion BamH [ y Hind II1.
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MRGSHHHHHHGSMTFSVPISMAALAVGVSDLSDKRFDVVIFINDDADEGCAKDAAVYEALKSFSKINPNLGSELSIVPFP®®
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Fig 1. Alineacion de gb | AAV59016 (parental) y gb | MF945962 (este estudio) de FhLAP recombinantes de F.
hepatica. Se muestran las diferencias en las secuencias de aminoacidos entre ambas proteinas, asi como la
region amino terminal que contiene las dos etiquetas insertadas (6xHis, azul) y US9 (MTFSVPIS, rojo), y los
residuos adicionales (incluidos dos dipéptidos GS) introducidos durante el procedimiento de clonacion.

Comparando las secuencias de cDNA gb|MF945962 y gb|AAV59016, ob-
servamos que ambos tienen la misma extension (1569 pb) una identidad muy alta
(99,99%) con solo 8 cambios de nucledtidos (C3'T, C8A, G*A, T!®C, C2I°G,
C5IT, CI¥T, A¥G). Ademas, la traduccion de la secuencia de nucleotidos gb|
MF945962 revelo la existencia de solo 4 cambios de aminoacidos localizados en
la region terminal carboxi (C3*R, P**A, T*ST y T*’A) con respecto a la secuencia
parental gb|]AAV59016 (ver Figura 1).

Respecto a la expresion del antigeno rUS9-FhLLAP, el analisis mediante WB
que se muestra en la Fig. 2A reveld que la proteina se expresa correctamente en
E. coli, apareciendo como una banda principal con un MW aparente de 60 kDa
(MW tedrico = 58.665,25 Da). Ademas, se pueden observar varias bandas de me-
nor tamaio (carril 3), que probablemente corresponden a proteinas truncadas y/o
contaminantes de E. coli copurificados durante el procedimiento IMAC. La presen-
cia de rUS9-FhLAP truncados se pudo confirmar en WB, revelando las proteinas
con el mAb US9 (carril 4) y un mAb que reconoce la etiqueta 6xHis (Fig. 2A,
carril 5). Ademas, el excelente reconocimiento, tanto de la proteina completa como
de la rUS9-FhLAP truncada, por el mAb US9 indicé que el posicionamiento del
epitopo US9 entre la etiqueta 6xHis y la secuencia FhLAP es adecuado para el
objetivo del estudio. Ademas, investigamos si la molécula rtUS9-FhLAP también
se reconoce correctamente en ELISA por un suero de una oveja infectada con Fas-
ciola. Los datos en las Figs. 2B y 2C mostraron que el suero de oveja reacciond con
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Fig. 2. Andlisis de la expresion de la proteina recombinante quimérica rUS9-FhLAP en E. coli y optimizacion
de su uso en ELISA. (A) Andlisis SDS-PAGE y WB de la expresion rUS9-FhLAP. Carril 1: marcadores de peso
molecular. Carril 2: tincion con azul de Coomasie de la fraccion de proteina soluble obtenida después de la
induccion con IPTG 0,5 mM. Carril 3: tincion con azul de Coomasie de rUS9-FhLAP después de la purificacion
por IMAC. Carril 4: analisis mediante WB de rUS9-FhLAP revelado con mAb US9 como anticuerpo primario.
Carril 5: analisis mediante WB de rUS9-FhLAP revelado con anti-polihistidina conjugada con HRP. (B) Valores
de DO obtenidos en ELISA probando diferentes concentraciones de rUS9-FhLAP (rango: 0.7-22 pug/mL) como
antigeno diana en ELISA de captura con mAb US9. (C) Valores de DO en ELISA obtenidos probando diferentes
concentraciones de rUS9-FhLAP (rango: 0,3-11 pg/ml) como antigeno diana en ELISA indirecto. El analisis se
llevé a cabo con el suero de una oveja infectada con Fasciola como anticuerpo primario.

el antigeno recombinante de una manera dependiente de la dosis y que la sefial de
ELISA alcanzé una meseta en concentraciones de antigeno superiores a 10 ug/mL
para US9-ELISA y mas de 3 pg/mL para ELISA indirecto.

Reconocimiento de rUS9-FhLAP por sueros de rumiantes infectados y no
infectados
Como se indico anteriormente, una purificacion por afinidad de un solo paso

de antigenos recombinantes solubles producidos en E. coli por IMAC puede impli-
car la presencia de cantidades variables de proteinas contaminantes del hospedador
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que pueden tener consecuencias negativas en la especificidad de los ELISA indi-
rectos. Para investigar si este inconveniente se puede evitar mediante la recaptura
en placa del antigeno rUS9-FhLAP por el mAb US9, comparamos el reconoci-
miento de dicho antigeno en el ELISA indirecto de US9 y capturamos sueros de no
infectados o naturalmente infectados por F. hepatica ovinos y bovinos. Cada suero
se analizo simultaneamente en ELISA indirecto utilizando rUS9-FhLLAP acoplado
a los pocillos de las placas ELISA, y en dos ELISA de captura, US9-ELISA y
MM3-ELISA (método de referencia). Ademas, dado que el estudio se disefio para
investigar el efecto de las proteinas contaminantes presentes en las preparaciones
de antigenos que afectan la especificidad de los ensayos, dos valores de corte (cor-
te 1y corte 2; ver la seccion Materiales y Métodos) que garantiasen el maximo de
especificidad.

Teniendo en cuenta los sueros de ovejas (Fig. 3) y el punto de corte 1, 17/18
(94,4%) de muestras positivas verdaderas se obtuvieron mediante ELISA indirecto,
mientras que el 100% de las muestras de ovejas infectadas dieron positivo usan-
do el valor de punto de corte 2, menos restrictivo, es decir, calculada por analisis
ROC. Los mismos porcentajes también se obtuvieron al analizar los sueros por
US9-ELISA, pero el suero que generd un falso resultado negativo empleando el
punto de corte 1 en ELISA indirecto y en US9-ELISA no fue el mismo.

Aunque la mayoria de los sueros de ovejas se clasificaron correctamente
utilizando ELISA indirecto o US9-ELISA captura, si consideramos las diferencias
obtenidas entre los valores de DO para cada uno de los sueros positivos y los valo-
res de corte correspondientes, los mejores resultados se obtuvieron, como se espe-
raba, con el método MM3-ELISA, seguido del US9-ELISA. También debe tenerse
en cuenta que para ambos puntos de corte tales diferencias fueron mayores que 0.9
para nuestro método de referencia (MM3-ELISA), mientras que solo 4/18 (22.2%)
de los sueros alcanzaron estos valores con los otros dos métodos ELISA. Estos da-
tos sugieren fuertemente que FhLAP es reconocida durante la infeccion de ovejas
por F. hepatica pero que esta proteasa provoca un estimulo antigénico menor que
las L-catepsinas, probablemente debido a dos hechos: i) a diferencia de FhLAP
(citoplasmatica), las CL de Fasciola son las proteinas secretadas mas abundantes y,
por lo tanto, permanecen en contacto permanente con las células inmunes del hos-
pedador, y ii) durante su ciclo biologico, Fasciola produce diferentes CL (Norbury
et al., 2011), pero que tienen un alto porcentaje de identidad de secuencia, por lo
que pueden estimular reciprocamente la produccion de anticuerpos.

En cuanto a las ovejas, todos los sueros de bovinos infectados y no infecta-
dos se clasificaron correctamente utilizando el MM3-ELISA, independientemente
de los dos valores de corte investigados (Fig. 4). Sin embargo, los datos en la Fig.



Resultados 97

;.o S ° %V

— 1dee ) '\
g el [
c o® b Oo..
AN oo
%_3 'u.. . ® .
~ 0.1 o
8 o 1 o o
T) o
c o © fe
© | ° o o
2 2% [8T0n
6 0014°Fwe % o o
S
© o
- 086 8,
1E-34d o o oo

IND us9 MM3

Modelo ELISA

Fig. 3. Valores de DO en ELISA obtenidos ensayando sueros de ovejas libres de Fasciola (circulos abiertos)
e infectadas con Fasciola (circulos cerrados). Cada punto en la Figura representa el valor medio de DO (dos
réplicas) obtenido para cada muestra de suero individual. IND = sueros probados en ELISA indirecto con anti-
geno rUS9-FhLAP como diana. US9 = sueros probados en ELISA captura con mAb US9 acoplado a las placas
ELISAy rUS9-FhLAP como antigeno diana. MM3 = sueros probados en ELISA de captura con mAb MM3 (MM3-
ELISA; prueba de referencia). Las lineas horizontales representan los valores de corte (linea discontinua roja:
punto de corte 1; linea azul: punto de corte 2). Los respectivos valores de corte 1y corte 2 para cada ELISA
fueron los siguientes: DO = 0,205y 0,16 (IND); DO = 0,114 y 0,089 (US9); DO = 0,009 y 0,007 (MM3).

4 también revelaron que los antigenos presentes en la preparacion de rtUS9-FhLAP
son reconocidos por un gran nimero de sueros de vacas no infectadas en ELISA
indirecto. En este sentido, observamos que 33/49 (67,3%) de los sueros de bovinos
no infectados produjeron valores de DO >0.2 (rango DO = 0.069-0.963) después
de restar el valor de unioén no especifico correspondiente a los pocillos control sin
suero (DO = 0.06). Como era de esperar, la alta reactividad de estos sueros limitd
el nimero de vacas infectadas que dieron positivo en ELISA indirecto, ya que solo
10/36 (27,8%) y 13/36 (36,1%) muestras se clasificaron como positivas usando los
puntos de corte 1 y 2, respectivamente.

A diferencia del ELISA indirecto, la captura del antigeno rUS9-FhLAP por
el mAb US9 redujo drasticamente los valores de DO obtenidos con sueros de vacas
no infectadas. Como se puede observar en la Fig. 4, de manera similar al MM3-



98 Resultados

ELISA, el US9-ELISA proporcion6 valores de DO por debajo de 0,1 (rango 0.0-
0.084). Sin embargo, los resultados en la Fig. 4 también demostraron que, a dife-
rencia de las L-catepsinas, solo una parte de las vacas infectadas produjo anticuer-
pos especificos contra FnLAP. Especificamente, 18/36 (50%) y 20/36 (55,5%) de
sueros de vacas infectadas dieron positivo por US9-FhLAP-ELISA usando punto
de corte 1y 2, respectivamente. No obstante, estos resultados fueron mejores que
los obtenidos por ELISA indirecto (ver arriba).

Si bien el ELISA indirecto y los inmunoensayos US9-ELISA de captura
utilizan el mismo antigeno rFhLAP, dado que son de disefo diferente, surge una
duda con respecto a la concordancia entre la clasificacion de los sueros positivos y
negativos por ambos métodos. Para aclarar este aspecto, realizamos un analisis de
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Fig. 4. Valores de DO en ELISA obtenidos ensayando sueros de vacas libres de Fasciola (circulos abiertos)
e infectadas con Fasciola (circulos cerrados). Cada punto en la Figura representa el valor medio de DO (dos
réplicas) obtenido para cada muestra de suero individual. IND = sueros probados en ELISA indirecto con anti-
geno rUS9-FhLAP como diana. US9 = sueros probados en ELISA captura con mAb US9 acoplado a las placas
ELISAy rUS9-FhLAP como antigeno diana. MM3 = sueros probados en ELISA de captura con mAb MM3 (MM3-
ELISA; prueba de referencia). Las lineas horizontales representan los valores de corte (linea discontinua roja:
punto de corte 1; linea azul: punto de corte 2). Los respectivos valores de corte 1y corte 2 para cada ELISA
fueron los siguientes: OD = 1,174 y 0,963 (IND); OD = 0,111y 0,084 (US9); OD = 0,075y 0,059 (MM3).
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regresion lineal entre los valores de DO obtenidos para las vacas no infectadas o
infectadas con Fasciola por ambos métodos. Los resultados en la Fig. 5 mostraron
que los valores de DO obtenidos para los sueros procedentes de vacas no infecta-
das (Fig. 5A) e infectadas (Fig. 5B) presentaron una correlacion muy significativa
entre ambos métodos (P <0,001). Sin embargo, como indican los valores de R?
relativamente bajos obtenidos (0,20 y 0,48 para sueros de vacas no infectadas e
infectadas, respectivamente), particularmente para los sueros de vacas no infecta-
das, una cantidad considerable de sueros produjeron valores de DO discordantes
cuando se compararon ambos métodos ELISA.

En nuestro US9-ELISA, el epitopo MTFSVPIS esta bloqueado por el para-
topo del mAb US9, evitando asi su reconocimiento por sueros de animales infecta-
dos o no infectados. Sin embargo, dado que este epitopo estd disponible de forma
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Fig. 5. Analisis de regresion lineal de minimos cuadrados obtenidos comparando los valores de DO de sueros
de ganado no infectados (A) e infectados con Fasciola (B) obtenidos en ELISA indirecto y US9-ELISA. Cada
punto representa los valores de DO pareados obtenidos para cada suero por ambos métodos. Las lineas azules
representan los niveles de confianza superior e inferior del 95%.
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libre cuando el antigeno rUS9-FhLAP se usa en ELISA indirecto, hipotéticamente
podria ser reconocido por anticuerpos de reactividad cruzada presentes en sueros
de animales infectados o no infectados. Para descartar esta posibilidad, en paralelo
con el ELISA indirecto realizado con el antigeno rUS9-FhLAP (ver arriba), realiza-
mos un ELISA de inhibicién utilizando el péptido sintético MTFSVPIS. Como se
esperaba, la incubacion de sueros de ganado vacuno con el péptido no modifico la
reactividad de los sueros de ganado no infectados (Fig. 6A) e infectados (Fig. 6B),
como se dedujo de los excelentes coeficientes de correlacion entre los valores de
DO de inhibidores no inhibidos e inhibidos. sueros (R? = 0.965 y R? = 0.917 para
sueros de ganado no infectados e infectados, respectivamente).
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Fig. 6. Analisis de regresion lineal de minimos cuadrados que compara sueros no inhibidos e inhibidos (péptido
MTFSVPIS) de bovinos no infectados (A) o sueros de bovinos (B) infectados naturalmente con F. hepatica.
Cada punto representa los valores de DO pareados obtenidos para cada suero en ELISA indirecto usando
rUS9-FhLAP como antigeno diana. Las lineas azules representan los niveles de confianza superior e inferior
del 95%.
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En un intento por identificar la(s) diana(s) probable(s) de reactividad cru-
zada mostrado por sueros de vacas no infectadas, primero investigamos si esto
podria deberse a proteinas solubles de E. coli M15 que podrian unirse a la columna
cromatografica y coeluir durante la purificacion IMAC del antigeno rUS9-FhLAP.
Con este fin, los perfiles de proteinas de las proteinas E. coli M15 solubles, antes
y después de la purificacion con IMAC, se separaron en un gel de SDS-PAGE y
posteriormente fueron tefiidas con BlueSafe (Fig. 7A). Después, la fraccion de pro-
teina eluida se us6 como antigeno diana en ELISA indirecto para investigar si era
reconocida por sueros de vacas no infectadas (Fig. 7B). Los resultados en la Fig.
7 mostraron claramente que: 1) un amplio rango de de proteinas solubles con MW
variable (10-200 kDa) procedentes de E. coli M15 no transformado se unieron a la
columna IMAC (Fig. 7A), ii) estas proteinas fueron reconocidas directamente en
ELISA indirecto por sueros de vacas no infectadas (DO promedio = 0,17 £+ 0,08
SD; rango de DO: 0,07-0,47), y iii) la reactividad observada en ELISA indirecto
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Fig 7. Andlisis de las proteinas solubles de E. coli que se unen a las columnas de afinidad IMAC. (A) Andlisis
mediante SDS-PAGE de las proteinas solubles de E. coli M15 presentes en la muestra de inicio (carril 1), en la
fraccién no retenida (carril 2) y en la fraccion eluida (carril 3, concentrada). La movilidad relativa de los estan-
dares de MW se muestra a la izquierda. (B) Andlisis de regresion lineal de minimos cuadrados comparando los
valores de DO obtenidos en ELISA indirecto para sueros de vacas no infectadas (n = 35) usando como diana
proteinas purificadas por IMAC de bacterias E. coli M15 no transformadas (Respuesta M15; eje X) o transfor-
madas (Respuesta rUS9-FhLAP; eje Y). Cada punto representa los valores de DO pareados obtenidos para
cada suero en los ELISA indirectos. Las lineas azules representan los niveles de confianza del 95% superior
e inferior.
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testando los sueros de vacas no infectadas (n = 35) se correlaciono significativa-
mente (R? = 0,42; p <0,0001) con la obenida utilizando rUS9-FhLAP purificado
con IMAC (Fig. 7B). Estos datos, junto con el hecho de que la fraccion de proteina
M15 purificada por IMAC fue capaz de inhibir el 50-70% de la reactividad de los
sueros seleccionados procedenes de las vacas no infectados en un ELISA indirecto
con rUS9-FhLAP (no mostrado), indica claramente que las proteinas nativas de
E. coli se unen y coeluyen con proteinas recombinantes durante la purificacion de
IMAC y, por lo tanto, constituyen una fuente relevante de unidon no especifica para
los anticuerpos naturales presentes en el suero de estos animales. Ademas, dado
que no se observo tal reactividad al probar los mismos sueros en WB (no mostra-
do), se deduce que la diana de los anticuerpos del ganado vacuno son principal-
mente epitopos conformacionales.

Otra posible diana para los anticuerpos naturales circulantes capaces de ge-
nerar reacciones cruzadas en el ganado bovino es el LPS (van Altena et al., 2016).
Para investigar si una posible contaminacién por LPS procedente de las células
M15 podria contaminar el antigeno de rUS9-FhLAP y ser la diana de anticuerpos
séricos presentes en el ganado bovino no infectado, se verifico la presencia de
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Fig 8. Andlisis de regresion lineal de minimos cuadrados entre valores de OD obtenidos en sueros de prueba
ELISAindirectos de ganado no infectado en respuesta a rUS9-FhLAP (respuesta rUS9-FhLAP; eje X) y LPS de
E. coli serotipo 055: B5 (LPS respuesta; eje Y). Cada punto representa los valores de DO pareados obtenidos
para cada suero. Las lineas azules representan los niveles de confianza superior e inferior del 95%
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lipido A en los pocillos de las placas ELISA utilizando anticuerpos policlonales
anti-lipidos A. Ademas, investigamos una posible correlacion entre los valores de
DO obtenidos con sueros de ganado no infectado frente a rUS9-FhLAP y frente a
LPS E. coli O55:BS, ambos en ELISA indirecto. Cuando se trata de la presencia
del lipido A, los anticuerpos policlonales anti-lipidos A produjeron valores bajos de
DO en los pocillos de las placas ELISA recubiertas con tUS9-FhLAP (DO = 0,12)
y ninguna sefial en los pocillos recubiertos con mAb US9 mas rUS9-FhLAP. Ade-
mas, los resultados en la Fig. 8 claramente indicaron que muchos de los sueros de
vacas no infectadas presentaron niveles moderados/altos de anticuerpos contra el
LPS 055:B5 de E. coli, pero no se observo una correlacion significativa (p = 0,62)
comparando los valores de DO obtenidos in ELISA indirecto para los antigenos
rUS9-FhLLAP y LPS. Estos datos sugieren que, en nuestras condiciones experimen-
tales, la contaminacion por LPS no es una diana relevante que pudiera explicar la
reactividad cruzada observada con los sueros vacas no infectadas por F. hepatica.
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Los helmintos parasitos constituyen un amplio grupo de organismos de gran
éxito, capaces de desarrollar numerosas estrategias evolutivas, que les permi-
ten sobrevivir en los hospedadores que parasitan. De hecho, resulta sorprendente
que, a pesar de que en general poseen un gran tamafio y de que migran a través de
los tejidos del hospedador, las infecciones por helmintos suelen generar respuestas
inflamatorias de poca intensidad. Entre los mecanismos de defensa de los helmin-
tos y otros pardsitos, hoy se presta mucha atencion al potencial inmunomodulador
de los productos secretados por los mismos, ya sean solubles o en forma de vesi-
culas extracelulares (ej. exosomas). Aunque la informacién es todavia limitada,
se sabe que tales productos de secrecidon son capaces de interactuar con células
del sistema inmune innato que expresan receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) entre los que se incluyen receptores tipo toll, receptores de lectina tipo C y
el inflamasoma (Zakeri et al., 2018). Esta capacidad inmunomoduladora, unida a la
complejidad antigénica y a la complejidad de su ciclo biologico, con multiples es-
tadios (Mutapi et al., 2013), explican en parte que no se hayan logrado generar va-
cunas efectivas frente a los mismos hasta la fecha (Molina-Hernandez et al., 2015).

En relacion con la fasciolosis, en las ultimas décadas se ha realizado
numerosos trabajos orientados a conocer y a analizar el potencial vacunal de
muchos antigenos de Fasciola, ya fuese en su forma nativa o recombinante, lo
que ha permitido alcanzar niveles de proteccion significativos en diversos ensayos
con rumiantes (Molina-Hernandez et al., 2015). Sin embargo, como se desprende
de la revision bibliografica que presentamos en la Tabla 1 (ver paginas 38-39 de
esta memoria), los resultados obtenidos muestran un alto grado de variabilidad,
incluso comparando datos obtenidos por un mismo grupo de investigacion, lo que
hace que haya que replantearse algunas de las estrategias de vacunacion empleadas
en anteriores estudios. Aunque las causas de la variablidad no han sido estudiadas
en detalle, Molina-Hernandez et al. (2015) sugieren que podrian ser atribuidas
a diferencias en los calendarios de vacunacion, las formulaciones empleadas, el
numero y/o factores intrinsecos de los animales utilizados tales como edad y raza,
ademas de los regimenes de infeccion y/o dosis infectante. Ademas, tampoco
existe consenso sobre los posibles candidatos y/o la combinacion mas adecuada de
éstos para ser empleados en los ensayos de proteccion vacunal (Toet et al., 2014).
Todos estos problemas, junto con una escasa caracterizacion del funcionamiento
de la respuesta inmune frente a F. hepatica (Hewitson y Maizels, 2014) y el pobre
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conocimiento del funcionamiento de determinados adyuvantes en muchos de los
hospedadores utilizados (Beesley et al., 2018) hace que la posibilidad de obtener
una vacuna funcional frente a F. hepatica en rumiantes sea una meta todavia lejana.

Al contrario de lo que ocurre con las vacunas, los métodos de diagnostico de
la fasciolosis humana y de los animales de interés en ganaderia han experimentado
importantes avances en los ultimos afos con la introduccion de métodos de inmu-
nodiagndstico fiables (principalmente, ELISA). Tales procedimientos permiten la
deteccion de anticuerpos en el suero y/o la cuantificacion de antigenos secretados
por el parasito en muestras de heces procedentes de animales infectados en un
periodo inferior a 2 horas. En este sentido, cabe destacar que el desarrollo y comer-
cializacion de test serologicos y coproldgicos basados en el anticuerpo monoclonal
MM3 (Mezo et al., 2004; Mezo et al., 2007; Muifio et al., 2011; Martinez-Sernan-
dez et al., 2016) permiten detectar la presencia de infecciones en rumiantes infec-
tados por un solo parasito. Sin embargo, aun siendo altamente fiables y estando
disponibles comercialmente, estos test presentan una cierta limitacion debida a la
necesidad de disponer de antigeno nativo del parasito, ya sea para la version serolo-
gica (antigeno diana) como para ser empleado como control positivo en el test co-
prologico. Una alternativa para evitar la dependencia de obtener parasitos vivos en
mataderos, y su posterior cultivo para obtener antigenos de secrecion, es el empleo
de antigenos recombinantes. Sin embargo, los problemas que pueden surgir duran-
te el replegamiento de las moléculas recombinantes y la frecuente contaminacion
con proteinas de E. coli que pueden ser reconocidas por anticuerpos presentes en el
suero de animales no infectados generando falsos resultados positivos (Martinez-
Sernandez et al., 2018), hace que se deba seguir investigando en este campo.

Con el fin de abordar la problematica arriba indicada, en esta seccion se
discuten los resultados obtenidos en tres publicaciones que cubren aspectos rela-
cionados con el uso del adyuvante Quil-A® en ovejas (Capitulo 1), la construccion
de antigenos quimera basados en secuencias de helmintos y el anélisis de su reco-
nocimiento en raton y otras especies (oveja y rodaballo; Capitulo 2), asi como el
disefio de antigenos quimera que portan un epitopo reconocido por un anticuerpo
monoclonal para mejorar la especificidad de antigenos recombinantes en sistemas
ELISA evitando la presencia de antigenos contaminantes de E. coli (Capitulo 3).

Estudio de diversas formulaciones vacunales en Quil-A® sobre la infec-
cion por F. hepatica en ovejas.

Las vacunas son armas terapéuticas efectivas y relativamente baratas que se
utilizan fundamentalmente para la prevencion de enfermedades infecciosas. Sin
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embargo, para que sean eficaces suele ser habitual que las mismas se formulen in-
cluyendo una sustancia adyuvante con el fin de potenciar o de modular la respuesta
frente a los antigenos que la componen. El empleo de adyuvantes se hace incluso
mas necesario cuando se trata de vacunas compuestas de subunidades, las cuales
presentan la ventaja de ser mas seguras, pero menos antigénicas (Reed et al., 2013;
Park et al., 2016). Habitualmente, los adyuvantes son capaces de activar al sistema
inmunitario actuando como ligandos para los PRR que expresan algunas de las cé-
lulas que participan en la respuesta inmunitaria innata (Coffman et al., 2010). Sin
embargo, estas sustancias también son capaces de estimular al sistema inmunologi-
co adaptativo ya sea reforzando la respuesta de las células T, la respuesta humoral,
o ambas (Bastola et al., 2017).

Respecto a su modo de accion, se postula que los adyuvantes pueden ejercer
su accion mediante varios mecanismos entre los que se incluyen: la formacion de
depositos de antigeno, el reclutamiento de células que participan en la respuesta
inmunoldgica, el reforzamiento de la presentacion antigénica por las moléculas del
MHC, la activacion del inflamasoma, y/o ejerciendo una actividad inmunomodu-
ladora conducente a la modificacion del perfil de citocinas secretadas (Azmi et al.,
2014; Bastola et al., 2017). Por otra parte, los adyuvantes también pueden ejercer
actividades inmunoldgicas independientes del antigeno (Knudsen et al., 2016).

Ademas de la seleccion adecuada de los adyuvantes, para el desarrollo de
vacunas se requiere del conocimiento de aspectos clave del sistema inmune del
hospedador definitivo y de su interaccion con el agente patdgeno (Germain, 2010).
También se requiere de evidencias de que el hospedador definitivo tenga la capa-
cidad de establecer una respuesta inmune natural protectora, que pueda ser promo-
vida a través de la vacunacion (Pulendran y Ahmed, 2011). En este sentido, en los
ultimos afios ha habido un rapido desarrollo en el campo de la Inmunologia, per-
mitiendo una mayor comprension de las interacciones celulares y de las funciones
de las citoquinas, enfocados especialmente en los modelos de infeccion murinos.
No obstante, estudios similares en grandes animales se han visto obstaculizados
por diversas causas, incluyendo la falta de reactivos, tecnologias y/o sus altos cos-
tes (Newton y Meeusen, 2003). El desarrollo de vacunas frente a la fasciolosis no
es una excepcion ya que los conocimientos que tenemos de la infeccion y de los
efectos inmunomoduladores de sus moléculas proceden en gran parte de modelos
murinos, que han demostrado no ajustarse a las respuestas en rumiantes (Newton
y Meeusen, 2003).

Teniendo en cuenta lo anterior, en el primer articulo que se adjunta con
esta memoria (Capitulo 1) hemos investigado el potencial vacunal de la molécula
MF6p/FhHDM-1 de F. hepatica, una proteina de unién a hemo (Martinez-Sernan-



110 Discusion

dez et al., 2014), que adicionalmente presenta propiedades inmunomoduladoras
(Thivierge et al., 2013), lo que le confiere interés como una diana prometedora para
la vacunacion. En particular, en este trabajo hemos investigado los efectos del ad-
yuvante Quil-A® en la respuesta inmune de las ovejas frente a la MF6p/FhHDM-1
y el potencial como vacuna de las formas nativa y sintética de esta proteina frente
a la fasciolosis ovina.

Actividad del adyuvante Quil-A® sobre el repertorio de epitopos B reconoci-
dos por ovejas inmunizadas con el antigeno MF6p/FhHDM-1

Uno de los hallazgos destacados de este estudio tiene que ver con la activi-
dad inmunomoduladora que ejerce el adyuvante Quil-A® sobre la respuesta de an-
ticuerpos de ovejas frente al antigeno MF6p/FhHDM-1 de F. hepatica. En nuestro
trabajo pudimos observar que, al contrario de lo que ocurre con la administracion
de Al(OH),, la sola administracién de Quil-A® fue capaz de incrementar la inten-
sidad de la respuesta de anticuerpos frente al antigeno nativo MF6p/FhHDM-1
(nMF6p/FhHDM-1) liberado durante la infeccion, asi como de ampliar el reper-
torio de anticuerpos generado contra esta proteina. Para entender este efecto, es
necesario tener en cuenta las caracteristicas de este adyuvante.

Quil-A® es uno de los adyuvantes mas potentes y de mayor uso en medicina
veterinaria (Zhu y Tuo, 2016). Es un extracto del arbol sudamericano Quillaja
saponaria Molina que contiene varias fracciones de saponinas solubles (Oda et
al., 2000), posee actividad mitogénica, estimulando la proliferacion de células T
(revisado en: Cox y Coulter, 1992; Rajput et al., 2007), y es capaz de promover las
respuestas celulares de tipo Thl, lo que se cree que puede favorecer la proteccion
de rumiantes frente a la infeccion por F. hepatica (Mulcahy et al., 1999b; Moreau
y Chauvin, 2010; Vukman et al., 2013b). Ademas de estas caracteristicas, el Quil-
A" también ha demostrado ejercer una actividad adyuvante en ratones atin cuando
el antigeno ha sido inyectado por separado (Flebbe y Braley-Mullen, 1986). Este
efecto no es exclusivo del Quil-A®, ya que también se ha reportado en ratones al
ser inoculados con un adyuvante de aceite en agua que contiene Marcol 52, ad-
yuvante utilizado frecuentemente en la proteccion de lechones frente a la diarrea
post-destete sin necesidad de antigeno alguno (van Der Heijden et al., 1986). Por lo
tanto, si este efecto pudiese manifestarse también en otras especies de mamiferos,
se podria explicar por qué la inyeccion de Quil-A® favorece una mayor respuesta
de anticuerpos frente a los antigenos de Fasciola durante la infeccion, en compara-
cion con la administracion de AI(OH), (un adyuvante potenciador de la respuesta
inmune Th2, sin actividad mitogénica), o con animales que solo fueron infectados
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(Reed et al., 2013). Sin embargo, el hecho de que la administracion de Quil-A® sin
antigeno pudiese ampliar el repertorio de anticuerpos contra el antigeno nMF6p/
FhHDM-1 liberado durante una infeccion posterior es un hallazgo novedoso ¢ in-
sospechado. Aunque no tenemos una explicacion definitiva para este fenomeno,
suponemos que puede estar relacionado con dos caracteristicas del Quil-A®: i) la
actividad mitogénica reportada para este adyuvante (Corbel y Melchers, 1984;
Chavali et al., 1987), que permitiria la expansion del conjunto total de linfocitos
y el aumento del numero absoluto de linfocitos virgenes portadores de receptores
especificos para el antigeno nMF6p/FhHDM-1, y ii) su naturaleza acuosa, que per-
mitiria la diseminacion del adyuvante mas alla de los ganglios linfaticos de drenaje
local (Flebbe y Braley-Mullen, 1986). De este modo, el Quil-A® podria generar un
estimulo policlonal capaz de expandir los clones de células T (locales y distantes)
portadores de un TCR con afinidad para algunos epitopos poco reactivos del anti-
geno nMF6p/FhHDM-1, reduciendo el umbral de sefial requerido para la activa-
cion de células T. Posteriormente, las células T foliculares previamnte estimuladas
(Qi, 2016) podrian reconocer con su TCR los péptidos antigénicos presentados por
las APC que procesaron el antigeno nativo durante la subsiguiente infeccion por F.
hepatica, potenciandose asi la produccion de anticuerpos por células B especificas.
Estas observaciones resaltan la importancia de hacer una seleccion adecuada del
adyuvante a emplear en las formulaciones vacunales en funcion de la enfermedad
y de la especie animal a la que sera dirigida la vacuna.

Evaluacion de diversos antigenos de F. hepatica formulados en Quil-A® sobre
la biologia del parésito

En nuestro trabajo hemos estudiado el funcionamiento de vacunas que con-
tenian el antigeno MF6p/FhHDM-1 en sus variantes sintética (sMF6p/FhHDM-1)
y nativa (nMF6p/FhHDM-1) formuladas en Quil-A® en ovinos, pero también otras
que emplearon una procatepsina L1 recombinante (rFhpCL1).

Después de la vacunacion con cualquiera de las formulaciones de MF6p/
FhHDM-1 se detect6 una alteracion significativa en el crecimiento de las fascio-
las, observandose ademas una disminucion de la secrecion de antigenos por parte
de las mismas. También encontramos que la formulacion con el antigeno sinté-
tico provocd una respuesta inmune especifica capaz de retrasar en 2-4 semanas
la produccién de anticuerpos generados por una infeccion posterior, hallazgo que
ademas de sorprendente, no fue observado en las ovejas inmunizadas con el anti-
geno nMF6p/FhHDM-1, la rFhpCL1, o en el grupo de ovejas que solo recibieron
Quil A®. Este retraso no puede atribuirse a la incapacidad del hospedador para ge-
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nerar una respuesta adecuada de anticuerpos, dados los altos niveles de 1gG espe-
cificos producidos después de la inmunizacion con el SMF6p/FhHDM-1. Ademas,
los niveles de anticuerpos contra los productos ES de F. hepatica fueron similares
en todos los grupos a partir de las 8 semanas post-infeccion. Estas observaciones
sugieren que los anticuerpos circulantes primarios inducidos por la inmunizacion
con sMF6p/FhHDM-1 en Quil-A®, o cualquier otro mecanismo efector inmunolo-
gico desconocido, tienen efectos negativos sobre el crecimiento de las fasciolas.

Dado que el adyuvante Quil-A® promueve la induccion de respuestas Thl
(Hacariz et al., 2009), una hipotesis alternativa para explicar el retraso en la produc-
cion de anticuerpos podria ser una polarizacion de la respuesta inmunologica hacia
el fenotipo Thl tras la inmunizacion con SMF6p/FhHDM-1 en Quil-A®. Nuestros
datos mostraron que sSMF6p/FhHDM-1 tiende a producir un pico mas pronunciado
de IgG2 alrededor de la semana 2 que la proteina nativa, junto con altos niveles
in vitro de IFN-y en respuesta al antigeno a la estimulacion con la lectina Con A.
Sin embargo, debido a la alta variabilidad en las respuestas obtenidas en ovejas,
no pudimos demostrar ninguna asociacion significativa entre los eventos asociados
a Thl (produccion de anticuerpos IgG2 e IFN-y) y el efecto retardante observado
en la produccion de anticuerpos a los productos ES en los animales vacunados con
sMF6p/FhHDM-1 formulado en Quil-A®.

Entre los candidatos vacunales mas empleados hasta el momento por otros
autores se encuentran las CL, principales constituyentes de las productos ES de
Fasciola (Jefferies et al., 2001; Morphew et al., 2007). Estas proteasas constitu-
yen la diana de la mayoria de anticuerpos producidos por hospedadores definitivos
durante las infecciones por Fasciola (Valero et al., 2009; Martinez-Sernandez et
al., 2011; Mokhtarian et al., 2016). Sin embargo, actualmente sabemos que las CL
liberadas por las fasciolas adultas durante la infeccion (clados L1, L2 y L5) gene-
ran altos niveles de anticuerpos que pueden ser indicativos hasta cierto punto de la
gravedad de la infeccion (Mezo et al., 2010a), pero no de un efecto protector, ya
que estas enzimas se liberan y ejercen primero su accion en la luz intestinal de los
parasitos, un lugar al que los anticuerpos funcionales no pueden acceder. No obs-
tante, un estudio de Mulcahy et al. (1998) reportd una correlacion negativa entre
los niveles de anticuerpos 1gG2 inducidos por la vacunacion de terneros con una
combinacion de CL2 nativa de F. hepatica y una “falsa” hemoglobina (ahora iden-
tificada como la proteina MF6p/FhHDM-1; Martinez-Sernandez et al., 2014) y la
carga parasitaria después de la infeccion. Dado que en nuestro estudio las determi-
naciones mediante ELISA se realizaron utilizando los productos ES de F. hepatica
como antigenos diana, no fue posible distinguir si los anticuerpos IgG2 detectados
se dirigian a CL2, nMF6p/FhHDM-1, u otros antigenos presentes en la fraccion de
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productos ES. Por ese motivo, seran necesarios estudios adicionales para analizar
si la induccion de anticuerpos I1gG2 anti-MF6p/FhHDM-1 resulta ventajosa en tér-
minos de proteccion frente a los anticuerpos IgG1 de oveja.

Aunque en nuestro estudio no pudimos demostrar un efecto protector de la
vacunacion con MF6p/FhHDM-1 en términos de reduccion de la carga parasita-
ria, nuestros resultados son prometedores ya que demuestran por primera vez que
el bloqueo de la proteina MF6p/FhHDM-1, que se secreta a través del tegumento
del parasito (Martinez-Sernandez et al., 2014) y se sospecha tiene una funcién
endogena en la homeostasis del hemo (Martinez-Sernandez et al., 2017a), ade-
mas de una actividad inmunomoduladora (Robinson et al., 2012), puede tener
un efecto perjudicial sobre el parasito. Aunque actualmente ignoramos el me-
canismo inmunoldgico mediante el cual la vacunacion con variantes del MF6p/
FhHDM-1 altera la homeostasis de las larvas, creemos que puede deberse a un
bloqueo de la actividad de la proteina secretada por anticuerpos circulantes diri-
gidos a epitopos clave durante la fase de migracion del parasito. La presencia de
estos anticuerpos también podria explicar el hallazgo de la respuesta retardada de
anticuerpos frente a los productos ES de F. hepatica en ovinos inmunizados con
sMF6p/FhHDM-1 formulado en Quil-A®. En este sentido, es posible que al de-
sarrollarse mas lentamente las fasciolas se retrase la produccion de antigenos de
secrecion (CLy otros), lo que conduciria a respuestas de anticuerpos retardadas,
como se describe en este trabajo.

Al contrario de lo sehalado para el antigeno MF6p/FhHDM-1, la vacu-
nacion de animales con rFhpCL1 en Quil-A®, o con una LAP recombinante de
F. hepatica expresada en E. coli y formulada en AI(OH), no mostraron ningin
efecto protector. Estos resultados contradicen estudios anteriores que notificaron
protecciones del 48% (ganado vacuno) y del 86% (ovejas) utilizando FhCL1 y
FhLAP recombinantes, respectivamente (Golden et al., 2010; Maggioli et al.,
2011a). Sin embargo, nuestros resultados concuerdan con otros estudios que
no encontraron proteccion inmunizando ovejas (Fu et al., 2016; Pacheco et al.,
2017) o cabras (Buffoni et al., 2010; Pérez-Ecija et al., 2010; Zafra et al., 2013a)
con rFhpCL1, ni en bufalos inmunizados con rLAP y después infectados con F.
gigantica (Raina et al., 2011). Aunque actualmente no tenemos una razén tnica
y clara que pueda explicar la alta variabilidad en la proteccion obtenida en dife-
rentes ensayos empleando diversos antigenos de Fasciola, es posible que se den
resultados contradictorios dependiendo de la raza ovina, la edad de las ovejas en
el momento de la inmunizacion y la capacidad infectante de las metacercarias
de F. hepatica empleadas en cada estudio. En este sentido, se ha demostrado
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recientemente que diferentes aislados de F. hepatica son capaces de inducir una
respuesta inmune diferente sobre macrofagos bovinos (Baska et al., 2019).

Construccion y evaluacion de antigenos quimericos en distintas espe-
cies animales.

Las estrategias de vacunacion han evolucionado en paralelo con nuestro
conocimiento del funcionamiento del sistema inmunitario y de la biologia de los
patogenos. Mientras que en las vacunas clasicas se emplean patdogenos vivos, in-
activados, atenuados o muertos, en las vacunas de subunidades se usan antigenos
singulares, tales como toxoides, polisacaridos capsulares bacterianos, proteinas
o fragmentos completos y antigenos quiméricos (Cunningham et al., 2016). Los
antigenos quiméricos comprenden péptidos sintéticos cortos, o péptidos recombi-
nantes de mayor longitud, que contienen partes antigénicas seleccionadas de uno
0 mas patogenos, combinadas artificialmente en una sola molécula quimérica.
Ademas, tales epitopos también pueden proceder de antigenos que se expresan en
diferentes estadios del ciclo de vida de un patogeno (Sette y Fikes, 2003; Blanco
etal., 2013).

Tipicamente, los antigenos quiméricos cuentan con un disefio minimalista
que ofrece diversas ventajas, incluyendo: i) facilidad de produccién, ya que am-
bos métodos de obtencién (sintético o recombinante) cuentan con condiciones
adecuadas para su escalabilidad, transporte y almacenamiento; ii) carecen de ma-
terial infeccioso, ya que no requieren del cultivo de patdgenos complejos como
los helmintos, lo que permite una manufactura segura; iii) permiten la delineacion
precisa del antigeno, facilitando la exclusion de componentes redundantes u ho-
mologos a los del hospedador, lo que disminuye el riesgo de alergias o de respues-
tas autoinmunes; y iv) no presentan riesgo de integracion o recombinacion como
podria ocurrir con las vacunas de ADN (Purcell et al., 2007; Fernandez-Robledo
y Vasta, 2010; Blanco et al., 2013; Skwarczynski y Toth, 2016). Ademas de las
ventajas antes mencionadas, los péptidos vacunales tienen un gran interés en in-
vestigacion en campos tan diversos como el tratamiento del cancer, la inmunocas-
tracion de animales, las enfermedades autoinmunes, asi como la prevencion de
enfermedades infecciosas virales, bacterianas y parasitarias (Purcell et al., 2007).
Adicionalmente, la investigacion del reconocimiento de antigenos peptidicos tam-
bién es relevante en el campo de la inmunopeptidomica, para estudiar el reperto-
rio de péptidos presentados en la superficie celular por las moléculas MHC-I y
MHC-II en humanos y especies animales (Shao et al., 2018), y como dianas para
inmunoensayos (Faria et al., 2015; Mucci et al., 2017; Santos et al., 2017).
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Por el contrario, las vacunas quiméricas presentan el inconveniente de que,
en general, resultan menos antigénicas que las vacunas clasicas y que su disefio es
complicado. En este sentido, cabe destacar que a diferencia de otros inmunogenos
(como los peptidoglicanos, ADN metilado y polisacaridos de la pared bacteriana),
las proteinas precisan del procesamiento por las APC para su presentacion a las
células Th (antigenos TD) y que se generan fendmenos de inmunodominancia,
donde el reconocimiento de uno o varios epitopos predomina sobre otros (Butler et
al., 2002). Por otra parte, también ha sido notificado que un tamafio inadecuado de
un antigeno peptidico puede tener un impacto negativo sobre su inmunogenicidad,
lo que podria estar relacionado con la carencia de secuencias reconocidas como
sefiales de dafio y de epitopos T relevantes (Dudek et al., 2010; Skwarczynski y
Toth, 2014). Por el contrario, también existen estudios que demuestran como al-
gunos péptidos naturales y sintéticos son capaces de desencadenar respuestas de
anticuerpos TD, pese a su corta longitud (Borras-Cuesta et al., 1987). Esto se debe
a que para inducir una respuesta de anticuerpos dependiente de células T frente un
antigeno dado, es necesario que este contenga al menos un epitopo reconocido por
células B y un epitopo reconocido por células T, donde el epitopo T debe unirse
con afinidad suficiente a la molécula MHC-II de una APC y al receptor TCR de
un linfocito Th en reposo (Borras-Cuesta et al., 1987; Mamula y Janeway, 1993;
Parker, 1993; Brumeanu et al., 1997). No obstante, también se ha reportado que
algunos epitopos B lineales pueden cumplir con las caracteristicas requeridas por
epitopos T, permitiendo que “una misma secuencia” pueda promover respuestas de
células T al tiempo que puede ser diana de respuestas de anticuerpos especificos
sin que esto tenga un impacto negativo sobre la inmunogenicidad de la molécula
(Harris et al., 1996). Esto es probablemente debido a que la antigenicidad de los
epitopos lineales es mas facil de preservar que la de los epitopos conformacionales
(Chandra y Singh, 2012), que son altamente susceptibles a la accion de proteasas.
Ademas, la respuesta de anticuerpos esta dirigida mayoritariamente a un niimero
limitado de epitopos conformacionales inmunodominantes (Newman et al., 1992)
para cuya identificacion se requiere de informacion estructural de alta resolucion
del antigeno nativo (Forsstrom et al., 2015).

Otro factor relevante a tener en cuenta al disefar antigenos quiméricos
empleando péptidos lineales es la manera de separarlos entre si (Golvano et al.,
1990). Los antigenos nativos cuentan con secuencas espaciadoras naturales des-
critas como secuencias cortas de aminoacidos que conectan diferentes dominios
en una Unica proteina (Reddy Chichili et al., 2013). Dentro de estas secuencias
espaciadoras se ha descrito que las regiones ricas en Gly proporcionan flexibilidad
y, en consecuencia, facilitan las interacciones entre dominios, mientras que las re-
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giones ricas en Pro generan rigidez e interacciones desfavorables (Reddy Chichili
etal.,2013; Yuetal., 2015). Teniendo en cuenta estos factores, varios estudios han
empleado espaciadores ricos en Gly, combinados con Ser (p. ¢j., GSGSG) o Pro
(p. €j., GPGPQG) para el disefio vacunas quiméricas (Liu et al., 2005; Nezafat et al.,
2016; Wen et al., 2015). Sin embargo este no ha sido el tnico enfoque empleado
en la seleccion de secuencias espaciadoras. En este sentido, se ha reportado como
los pares de aminoacidos basicos (KK, KR, RR) constituyen posiciones peptidicas
presuntamente escindidas por catepsinas B durante la presentacion del antigeno a
las células T (Takahashi et al., 1989). Partiendo de esta informacion, varios autores
han utilizado la secuencia KK como espaciador que unido a epitopos T y B podria
minimizar la formacién de neoepitopos (Sarobe et al., 1993; Yano et al., 2005;
Gu et al., 2017). Teniendo en cuenta lo anterior, se ha propuesto que el empleo de
secuencias espaciadoras podria mejorar el reconocimiento de los epitopos dentro
de una molécula quimérica. Sin embargo, su seleccion no es algo trivial ya que a
medida que aumenta la longitud del péptido aumenta la probabilidad de alterar la
inmunogenicidad de la molécula (Schubert y Kohlbacher, 2016; Kim et al., 2017).
En este sentido, ha sido reportado que la combinacion de secuencias espaciadoras
con secuencias que aparentemente son solo epitopos B, puede conducir a la forma-
cion de nuevos epitopos de células T (neoepitopos T), que pueden ser reconocidos
por las moléculas MHC-II altamente polimorficas en las APC, dependiendo del
conjunto particular de estos receptores que sea expresado por el individuo que esta
siendo inmunizado. Finalmente, otro factor a considerar en la construccion de anti-
genos peptidicos quiméricos es definir el niimero y la posicion donde colocar cada
uno de los epitopos de células T y B a lo largo de la secuencia peptidica. En este
sentido, se ha descrito que la orientacion (= polarizacion) de los epitopos es de gran
importancia para obtener respuestas Optimas a las vacunas de epitopos quiméricos
(Golvano et al., 1990; Lowenadler et al., 1992; Blanco et al., 2013).

En el campo de la Parasitologia se han evaluado algunas vacunas de epitopos
quiméricos para conferir proteccion contra enfermedades relevantes de protozoos y
helmintos (Kaba et al., 2008; Pinheiro et al., 2014; Anugraha et al., 2015; Gu et al.,
2017). Sin embargo, en relacion con las vacunas quimericas, nuestro conocimiento
respecto a la adecuada seleccion de espaciadores, la polarizacion de epitopos, los
fendmenos de inmunodominancia entre los mismos (Steffensen et al., 2016; Kim
etal., 2017; Sesterhenn et al., 2019), la formacion de neoepitopos T y la variacion
de la respuesta inmune entre diferentes especies es todavia muy deficiente. En
consecuencia, y para comprender mejor esta area, en el segundo articulo que se
adjunta en esta memoria (Capitulo 2) hemos investigado como los antigenos qui-
méricos compuestos de dos o tres epitopos B derivados de los parasitos Trichinella
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spiralis y F. hepatica, unidos por el mismo o diferentes espaciadores, indujeron la
formacion de anticuerpos IgG en ratones. Ademas, se investigé la respuesta de an-
ticuerpos frente a una seleccion de quimeras en otras especies tan diferentes como
las ovejas y los rodaballos.

Respuestas de anticuerpos en ratones frente a quimeras B diepitopicas.

Para comprender mejor el reconocimiento de epitopos B quiméricos lineales
derivados de antigenos de helmintos en diferentes especies animales, comenzamos
el estudio probando quimeras diepitdpicas en ratones. Estas quimeras consistieron
en dos epitopos B, la secuencia hidrofoba MTFSVPIS (GRAVY = 1,188) y una
segunda secuencia (23 aa) derivada de la region amino terminal de las catepsinas
L de F. hepatica (Cornelissen et al., 1999), unidas a través del espaciador flexible
GSGSG (de Souza et al., 2013). En condiciones naturales, la secuencia MTFSV-
PIS se encuentra localizada en la region amino terminal del antigeno gp53 de espe-
cies encapsuladas de Trichinella y, como se ha indicado en la seccién de Material
y Métodos, es reconocida por el mAb US9 (IgG1/k; Romaris et al., 2002; Romaris
et al., 2003; Perteguer et al., 2004). Ademas, dado que los adultos de F. hepatica
expresan tres clases de catepsinas L (CL1, CL2 y CL5; Robinson et al., 2008a) y
que estas moléculas mostraron diferentes antigenicidades como diana en ELISA
(Martinez-Sernandez et al., 2018), probamos quimeras diepitopicas que contienen
el epitopo US9 unido a variantes de epitopos derivadas de las catepsinas L recom-
binantes CL1, CL2 o CL5 (quimeras D1, D2 y D3, respectivamente). Para una me-
jor comparacion, también se investigo la respuesta de anticuerpos de ratones frente
a una quimera recombinante (rUS9-FhpCL1) expresada en E. coli que contiene el
epitopo US9 después de la etiqueta 6xHis, seguida de la secuencia completa de la
procathepsina L1 de F. hepatica en la que se elimin6 el péptido sefial.

En los titulos de anticuerpos obtenidos en ratones inmunizados con quimeras
D1, D2, D3 o rUS9-FhpCL1 (313 aa), se observo que el epitopo B US9 al estar
ubicado en la posicion N-terminal de la quimera no indujo la formacion de anti-
cuerpos en ratones. Por el contrario, las respuestas de anticuerpos a las secuencias
CL1, CL2y CLS5 (quimeras D1, D2 y D3) ubicadas después del espaciador GSGSC
en la region C-terminal fueron excelentes (titulos > 1/25.000) a pesar del hecho de
que estos animales recibieron una tinica inmunizacion en FCA. En este sentido, el
efecto de la polarizacion de los epitopos B y T en antigenos quiméricos (diméricos)
en las respuestas de anticuerpos especificos habia sido investigado por algunos
autores en el pasado con resultados no concluyentes. El grupo de Sarobe (1993)
reportd la falta de respuesta de anticuerpos frente al epitopo B de una quimera
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diepitopica B — T y una buena respuesta a la formulacion de T — B, mientras que
otro trabajo del mismo grupo (Golvano et al., 1990), al igual que Blanco (2013)
encontraron buenas respuestas de anticuerpos frente al epitopo B con orientaciones
B — T pero no con orientaciéon T — B. Aunado a estos estudios, también ha sido
reportado que la orientacidon del epitopo no fue relevante en un experimento que
combiné secuencias que contenian epitopos T y B (es decir, formulaciones T/B —
T/B) unidas por el espaciador KK (Yano et al., 2005).

Nuestros datos también mostraron que los animales inmunizados con la
quimera rUS9-FhpCL1 presentaron una alta respuesta de anticuerpos (titulo >
1/100.000), pero una baja respuesta de IgG a la quimera D1, lo que sugiere que el
epitopo CL1 tiene poca contribucion a la antigenicidad global de la molécula. Este
resultado no es sorprendente si consideramos que, a diferencia de las secuencias
de epitopos B lineales cortas, las respuestas de anticuerpos frente a catepsinas de
Fasciola correctamente plegadas se dirigen preferentemente a epitopos conforma-
cionales (Martinez-Sernandez et al., 2011; Muino et al., 2011), como ya habiamos
indicado al inicio de este capitulo. Ademas, nuestros resultados sugirieron que,
aunque de secuencia similar, el epitopo CL5 (derivado de CL5 de Fasciola) pre-
sente en la quimera D3 indujo niveles de anticuerpos mas altos que los epitopos
CL1 y CL2 presentes en las quimeras D1 y D2, respectivamente. Sin embargo,
este resultado no parece ser extrapolable a toda la molécula, ya que se sabe que
la CL2 recombinante es ligeramente mejor reconocida que CL1 y CLS5 por los
anticuerpos inducidos durante las infecciones naturales del ganado (Martinez-
Sernandez et al., 2018).

Dado que para inducir una respuesta de anticuerpos T dependientes se re-
quiere de la presencia de al menos un epitopo de células T en el inmundgeno, las
secuencias de quimeras D1, D2 y D3 fueron analizadas con la herramienta bioin-
formatica PredBALB/c (Zhang et al., 2005) que predice la union de péptidos a
moléculas H-2¢ de clase IT de raton (alelos I-A? y I-EY). Los resultados mostraron
que estas quimeras contienen de 2-5 nonameros con alta probabilidad de union a
los alelos H-2¢ de clase 11, lo que esta de acuerdo con las altas respuestas de an-
ticuerpos observadas anteriormente frente a estas quimeras. Ademas, la mayoria
de los supuestos epitopos T se localizaron en las secuencias CL, aunque también
se predijo la presencia de tres neoepitopos T que se superponen parcialmente con
el espaciador GSGSG. Finalmente, es importante sefalar que, aunque la mayoria
de los péptidos de union a clase II H-2d reportados tienen una longitud de 13 a 16
aminoacidos, se ha sugerido que solo 9 residuos son esenciales para su posiciona-
miento dentro de la hendidura que alberga al péptido en las moléculas de clase 11
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(Murugan y Dai, 2005), lo que concuerda con la longitud del péptido utilizado por
la herramienta PredBALB/c.

A continuacion, y dada la ausencia de una respuesta de anticuerpos impor-
tante frente al epitopo US9 en ratones inmunizados con las quimeras D1, D2 y D3,
hemos investigado si el posicionamiento del epitopo CL en la posicién N-terminal
de una quimera también fallaria en producir anticuerpos en estos animales. En este
caso, el antigeno quimérico se construyo con dos epitopos de F. hepatica siendo el
primero el epitopo CL2 de 23 residuos de longitud de la quimera D2 colocado en
la posicion N-terminal, seguido por la secuencia del espaciador GSGSG y por un
segundo epitopo derivado de la secuencia de la proteina de uniéon a hemo MF6p/
FhHDM-1 madura (Martinez-Sernandez et al., 2014; Martinez-Sernandez et al.,
2017a). Entre estos ultimos, probamos dos secuencias internas de 12 aa de la pro-
teina madura MF6p/FhHDM-1, *VTKAYEKARDRA* y SSLNRLTDRLEKYA®
(denominadas secuencias MF6p2 y MF6p4, respectivamente), que también estan
presentes en la proteina MF6p/FgHDM-1 de F. gigantica (Martinez-Sernandez et
al., 2017b). Ya que actualmente no existe un mapeo de los epitopos de células B
derivados de MF6p/FhHDM-1, las dos secuencias de proteinas internas anteriores
fueron seleccionadas en base a perfiles de polaridad y accesibilidad favorables,
calculados con la herramienta bioinformatica BcePred (Saha y Raghava, 2004).
Los resultados mostraron que las quimeras D4 (con el epitopo MF6p2) y D5 (con
el epitopo MF6p4) inducen buenas respuestas de anticuerpos contra si mismos
en ELISA, pero una respuesta pobre cuando los sueros se sometieron a pruebas
cruzadas, a pesar del hecho de que ambas comparten la misma secuencia CL2-
GSGSG-. Ademads, mientras que los anticuerpos inducidos por la inmunizacioén
con la quimera D2 (que contiene el epitopo CL en la posicion C-terminal y carece
de cualquier secuencia de MF6p/FhHDM-1) reaciond con las quimeras D4 y DS,
los anticuerpos inducidos por éstas reaccionaron débilmente contra la quimera D2.
Estos resultados confirmaron nuevamente la falta de respuesta de anticuerpos al
epitopo de células B ubicado en la region N-terminal de la secuencia y sugieren que
la mayoria de los anticuerpos inducidos por las quimeras D4 y D5 estan dirigidos
contra las secuencias MF6p/FhHDM-1 en posicion C-terminal, con o sin participa-
cion del espaciador GSGSG.

Para descartar la posible implicacion del espaciador GSGSG vy, por lo tanto,
la formacion de neoepitopos, probamos los mismos sueros contra dos quimeras
que contienen la secuencia MF6p2 en posicion central (quimera T3) o en posicion
C-terminal (quimera T2), ambos carentes del espaciador GSGSG. Los resultados
mostraron que los sueros de ratones inmunizados con la quimera D4 eran altamente
reactivos con la quimera T2, pero menos reactivos con la quimera T3. Estos datos
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sugieren que la mayoria de los anticuerpos inducidos por la quimera D4 se dirigen
contra el epitopo MF6p2, aunque este epitopo se reconoce mejor cuando se en-
cuentra en la posicion C-terminal del antigeno diana.

Para explorar mejor la influencia de los espaciadores en la antigenicidad
de los antigenos quiméricos, construimos dos nuevas quimeras, que mantienen la
estructura de la quimera D2, pero cambiando el espaciador GSGSG a GPGPG
(quimera D6), una secuencia espaciadora utilizada para interrumpir la formacion
de neoepitopos observada en epitopos contiguos de células T (Livingston et al.,
2002; Nezafat et al., 2016), o la secuencia KK (quimera D7), recientemente utili-
zada para aislar epitopos contiguos de células By T (Gu et al., 2017). De nuevo,
los sueros de animales inmunizados con la quimera D2 que contenia el espaciador
GSGSG se usaron para comparacion. Los resultados mostraron nuevamente que
no hay respuestas de anticuerpos al epitopo US9 (presente en la secuencia TSP12)
presentes en las quimeras D2, D6 y D7. Sin embargo, todas las quimeras indujeron
buenas respuestas de anticuerpos frente al epitopo CL2, como lo indican los altos
valores de densidad Optica obtenidos con cada una de las quimeras inmunizantes
(reconocimiento-Self) y con las quimeras unidas por otros espaciadores (reconoci-
miento cruzado) en ELISA.

La influencia de la posicion del epitopo CL2 en la secuencia diana se in-
vestigd probando dos quimeras adicionales en las que el epitopo CL2 estd en una
posicion central (quimera T1) o en la region N-terminal (quimera D4). En este
caso, no se observaron diferencias entre el reconocimiento-self y el reconocimiento
cruzado, lo que indica que todos los sueros reconocieron el epitopo CL2 indepen-
dientemente de su posicion en el antigeno diana. Ademads de los epitopos de células
B, también investigamos la posible influencia de los espaciadores en la alteracion
del repertorio de epitopos de células T a lo largo del antigeno quimérico. Para este
fin, utilizamos de nuevo la herramienta de bioinforméatica PredBALB/c (Zhang et
al., 2005). La herramienta bioinformatica PredBALB/c predijo que algunas de las
quimeras diepitopicas tenian secuencias nonamericas de aminoacidos capaces de
unirse a los alelos I-A? y I-E¢ que contienen parte de las secuencias espaciadoras
(quimeras D2, D3, D4 y D6) o completa (D7). Curiosamente, con respecto a las
quimeras D6 y D7, la adicion de residuos correspondientes al espaciador GPGPG o
KK, respectivamente, convirtio la secuencia US9 en un probable epitopo de células
T, lo que podria aumentar la sefializacion de las células T favoreciendo la induccion
de anticuerpos al epitopo CL2. En el caso particular de las secuencias US9 que
contienen el espaciador KK (TFSVPISKK e ISKKAVPES), esta hipdtesis estd en
desacuerdo con estudios anteriores que proponen que las catepsinas B lisosomales
de las APCs cortan preferentemente después de los pares de aminoacidos basi-
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cos (Takahashi et al., 1989), pero esta de acuerdo con estudios mas recientes que
muestran que dichas enzimas tienen otras especificidades de sustrato (Cotrin et al.,
2004; Biniossek et al., 2011). Sin embargo, dado que la actividad endopeptidasa
de las APCs no se limita a las catepsinas B (Burster y Boehm, 2010), aun existe la
duda sobre si estos neoepitopos de células T presentes en la quimera D7 permane-
cen intactos durante la presentacion del antigeno.

Respuestas de anticuerpos de raton inducidas por quimeras B triepitopicas.

A partir de los resultados bioinformaticos presentados en la seccion anterior,
llegamos a la conclusion de que las secuencias espaciadoras pueden contribuir a
aumentar el numero de epitopos de células T disponibles en las quimeras al inducir
la formacion de neoepitopos T. Sin embargo, no pudimos dilucidar qué secuencia
espaciadora seria mas favorable para inducir respuestas de anticuerpos T depen-
dientes con una formacion minima o nula de neoepitopos B, un aspecto relevante
para lograr la maxima eficacia de la vacuna. Ademas, nuestros resultados no acla-
raron cuales son las posiciones mas adecuadas para los epitopos de células B en
quimeras multiepitopicas. Para responder a estas preguntas, disefiamos quimeras
triepitdpicas utilizando una combinacion del espaciador GSGSG con KK, o KK
solo, permutando la posicion de los epitopos central y C-terminal (quimeras T1, T2
y T3). En las respuestas de anticuerpos obtenidas después de la inmunizacion de
ratones BALB/c con cada una de estas quimeras, se observaron tres hallazgos prin-
cipales: i) en cuanto a las quimeras diepitopicas, no se dirigié ninguna respuesta de
anticuerpos al epitopo US9 colocado en la posicion N-terminal de la quimera; ii)
las tres quimeras triepitdpicas indujeron excelentes respuestas de anticuerpos fren-
te a si mismas (reconocimiento self y cruzado) y a las quimeras D2 y D4, pero solo
los anticuerpos inducidos por las quimeras T2 y T3 reaccionaron fuertemente con
la quimera D5, que carece del epitopo MF6p2; y iii) la proteina sintética MF6p/
FhHDM-1, que contiene la secuencia del epitopo interno MF6p2, solo fue recono-
cida por anticuerpos inducidos por la quimera T2 y, en menor medida, por aquellos
inducidos por la quimera T3. A partir de estos resultados, llegamos a la conclusion
de que las quimeras T1, T2 y T3 eran capaces de inducir anticuerpos contra los
epitopos CL2 y MF6p2. Sin embargo, en comparacion con T2 y T3, parece que
T1 indujo un conjunto diferente de anticuerpos, ya que: i) estos anticuerpos no
reaccionaron con el epitopo CL2 cuando se ubicaron en la posicion N-terminal de
la secuencia diana (p .¢j., la quimera D5) y ii) el epitopo MF6p2 no fue reconoci-
do cuando se ubicd en una posicion interna (como en la proteina sintética MF6p/
FhHDM-1). Estas conclusiones también fueron respaldadas por varios ELISA de
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inhibicion que descartaron cualquier posible artefacto debido a una orientacion in-
adecuada de los péptidos diana en los ELISA indirectos. En cuanto al efecto de la
orientacion de los epitopos en el antigeno, nuestros resultados también indicaron que
las secuencias espaciadoras también pueden ejercer influencia sobre la antigenicidad
de las quimeras triepitopicas. Esto se dedujo del hecho de que, aunque las quimeras
T1y T2 comparten la misma posicion del epitopo, generaron un conjunto distinto de
anticuerpos, ya que solo los anticuerpos inducidos por la quimera T2 fueron capaces
de reconocer los epitopos CL2 (presentes en las quimeras D2 y D5) y MF6p2 (pre-
sente en la quimera D4 y en MF6p/FhHDM-1), independientemente de su posicion
en el antigeno diana. Estos resultados sugieren que los epitopos unidos por la secuen-
cia espaciadora KK pueden ser una mejor opcion para los experimentos de inmuni-
zacion con antigenos quiméricos. Esto concuerda con la estrategia de Yano (2005)
de utilizar este enlazador de lisina para unir epitopos para aplicaciones de vacunas.

La comparacion de las respuestas de anticuerpos a las quimeras diepitopicas
y triepitopicas reveld que estas ultimas eran mas antigénicas. Este hallazgo no fue
sorprendente teniendo en cuenta que cuanto mas larga sea la secuencia del antigeno
quimérico, mayor sera la probabilidad de que aumente el nimero de posibles epito-
pos T, incluida la formacion de epitopos promiscuos (Fonseca et al., 2016). Ademas,
la herramienta bioinformatica PredBALB/c predijo menos epitopos de células T pu-
tativos en la quimera T1 (n=7) que en las quimeras T2 (n=14) y T3 (n=14), lo que
pueden estar relacionado con las diferencias observadas en la respuesta de anticuer-
pos inducida por la quimera T1 con respecto a las ultimas quimeras.

Ademas de la determinacion de las respuestas de anticuerpos IgG totales in-
ducidas por las quimeras triepitopicas en ratones, investigamos la influencia de los
diferentes espaciadores y/o la posicion de los epitopos B en el repertorio de subclases
de IgG inducidas por estas quimeras. Las respuestas de anticuerpos de la subclase
IgG inducidas por las quimeras T1, T2 y T3 frente a si mismas, asi como a la quimera
D5 y sMF6p/FhHDM-1, fueron determinadas en ELISA. Los resultados mostraron
que todas las quimeras indujeron la formacion de anticuerpos de todas las subclases
de IgG en ratones, siguiendo el mismo patron de la respuesta de anticuerpos obteni-
da para los anticuerpos anti-IgG totales. Las altas respuestas de anticuerpos IgG2a
obtenidos estan probablemente relacionadas con el uso de CFA, un adyuvante que
promueve las respuestas Th1 en ratones, lo que lleva a una disminucion de la propor-
cion de anticuerpos IgG1/IgG2a (Cribbs et al., 2003).

El epitopo US9 influye en la respuesta de ratones frente al epitopo CL2

Como se discuti6 anteriormente, la falta de una respuesta de anticuerpos
relevante en ratones para el epitopo localizado en la region N-terminal de las qui-
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meras diepitopicas y triepitdpicas (es decir, contra los epitopos US9 o CL2) nos
llevo a asumir que ésta podria no ser una posicion adecuada para colocar un epito-
po B relevante. Sin embargo, teniendo en cuenta que la secuencia CL2 contiene
supuestos epitopos de células T, surge una duda sobre si la presencia del epitopo
US9 hidrofobo en cualquier posicion de una quimera puede modular las respuestas
a otros epitopos colindantes. Para probar esta posibilidad, inmunizamos ratones
con una nueva quimera diepitopica (D8) que tiene los mismos epitopos US9 y
CL2 que la quimera D7 pero invertidos en sus posiciones. Después de probar los
sueros obtenidos de ratones inmunizados con la quimera D8, observamos que esta
quimera produjo una excelente respuesta de anticuerpos frente a si misma y que
dicha respuesta se dirigi6 exclusivamente contra el epitopo CL2. Este resultado fue
sorprendente ya que, como se sefiald anteriormente, los anticuerpos inducidos por
las quimeras D4 y D5, que llevan el epitopo CL2 en la misma posicion N-terminal
que D8, pero carecen de la secuencia US9, no reaccionaron con dicho epitopo.
Aunque aun no comprendemos el mecanismo por el cual la introduccion de la se-
cuencia hidrofoba corta US9 en la posicion C-terminal de la quimera D8 polariza
la respuesta del anticuerpo al epitopo CL2, hipotetizamos que esto puede estar
relacionado con los cambios inducidos por US9 en la afinidad de los péptidos pro-
cesados para la union de MHC de clase 11, o por cambios en la inmunodominancia
debido a la competencia de péptidos para la union de MHC de clase II (Adorini
et al., 1988; Lo-Man et al., 1998). Otra alternativa, como la posible induccion de
una mayor sefializacion de células T provocada por la quimera D8 con respecto a
la quimera D7 parece menos probable ya que la herramienta PredBALB/c predijo
menos epitopos de células T en la quimera D8 que en la quimera D7.

Analisis de la respuesta de anticuerpos inducida por quimeras B di y triepito-
picas en otras especies animales

Aunque son muy convenientes para plantear estudios preliminares de vacu-
nacion, los ratones, y particularmente las cepas singénicas, rara vez son represen-
tativas de las respuestas inmunes generadas en otras especies animales. En conse-
cuencia, ampliamos nuestros estudios previos en ratones BALB/c, investigando las
respuestas de ovejas y rodaballo a algunos de los antigenos quiméricos anteriores.
La oveja fue elegida como representante de los animales de produccion ya que esta
especie es hospedadora natural para la infeccion por F. hepatica sin proteccion
natural contra este trematodo (Mulcahy et al., 1999a) y por ser el hospedador em-
pleado en los estudios de vacunacion con FhpCL1 y MF6p/FhHDM-1 formulados
en Quil-A® (Capitulo 1). Ademas de la oveja, se eligio el rodaballo (Scopthalmus
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maximus L), por ser un pez plano de gran interés comercial (Estévez et al., 1993),
porque las respuestas de anticuerpos en peces son muy diferentes de las especies
de mamiferos dado que solo producen anticuerpos de los isotipos IgM e IgT
(Estévez et al., 1993; Salinas et al., 2011), y porque el mecanismo involucrado
en las respuestas de anticuerpos de T dependientes en estos animales ha sido
escasamente investigado.

En cuanto a la respuesta de anticuerpos IgG en ovejas inmunizadas con
las quimeras D2, T2 y T3, no se obtuvo respuesta frente al epitopo US9, al igual
que las observaciones previas en ratones BALB/c. Sin embargo, las respuestas de
anticuerpos de estos animales mostraron algunas diferencias notables con respec-
to a los ratones. En este sentido, observamos que mientras las ovejas producian
poco o ningun anticuerpo para la quimera T2, estos animales respondian bien a
la quimera D2 y en menor media a la quimera T3, si bien se observo una varia-
bilidad relevante entre los animales dentro de cada grupo. Ademas, considerando
la composicion del epitopo de los antigenos quiméricos, es interesante observar
que la mayoria de los anticuerpos producidos en ovejas estaban dirigidos frente
al epitopo CL2. Esto se dedujo del hecho de que hubo una falta de reconocimien-
to de los epitopos US9 y MF6p2, y que se obtuvieron valores de OD similares
utilizando como diana la quimera inmunizante (reconocimiento-self) y quimeras
diferentes del inmunogeno pero que comparten el epitopo CL2 (reconocimiento
cruzado). Ademas, dada la alta respuesta de anticuerpos observada en ovejas in-
munizadas con la quimera D2 frente a si misma, asi como a las quimeras D7, T1
y T3, parece que, al igual que en los ratones, las respuestas de anticuerpos IgG de
ovejas a neoepitopos fueron irrelevantes.

En comparacion con los ratones, la pobre respuesta de anticuerpos de las
ovejas frente a la quimera T2 puede resultar sorprendente a primera vista. Nues-
tra hipotesis es que dicha discrepancia puede estar relacionada con la diferente
localizacion del epitopo CL2 en D2 y T3 (ambos en la posicion C-terminal) con
respecto a T2 (central), junto con una capacidad diferente de ovejas y ratones
para procesar y presentar tales antigenos. En este sentido, se ha descrito que
las moléculas DR y DQ del MHC de clase II de ovejas (antigeno de leucoci-
tos ovinos; OLA), se encuentran entre las moléculas mas altamente polimorficas
en mamiferos (Koutsogiannouli et al., 2016). Sin embargo, podria ocurrir que
nuestras ovejas de raza gallega careciesen de un conjunto adecuado de tales mo-
léculas MHC capaces de estimular las células T en reposo con la especificidad de
TCR para el epitopo CL2 cuando se encuentra en la posicion central de la quimera.
Sin embargo, dado que actualmente carecemos de herramientas bioinformaticas
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adecuadas para la prediccion de la unién del péptido a las moléculas DR y DQ en
ovejas, esta hipotesis no pudo ser confirmada.

Una vez investigada la respuesta a las quimeras T2 y T3 en ovejas, investi-
gamos la respuesta de anticuerpos de rodaballo frente a estos antigenos. Ademas de
las razones antes apuntadas, la eleccion del rodaballo como modelo experimental
presentaba otras dos ventajas adicionales: i) hay muchas explotaciones de rodaba-
llo en Galicia y ii) la disponibilidad en nuestro laboratorio del mAb UR3, un mAb
IgG1x previamente desarrollado por nuestro equipo que reconoce especificamente
la inmunoglobulina principal IgM de rodaballo (Estévez et al., 1994a).

Dado que la respuesta inmune adaptativa de los teledsteos es probablemente
menos eficiente que la de los mamiferos (Magadan et al., 2015), los rodaballos
fueron sometidos a dos inmunizaciones secuenciales via i.p., la primera con CFA
(como los ratones) y una segunda inyeccién un mes después con FIA, empleando
los antigenos quiméricos T2 y T3. Debe subrayarse que, a diferencia de las ovejas,
el rodaballo generd una alta respuesta de anticuerpos a los epitopos de células B
presentes en la quimera T2 (epitopos CL2 y MF6p2) pero, inesperadamente, poca
o ninguna respuesta a la quimera T3. El buen reconocimiento del epitopo MF6p2
por los anticuerpos inducidos por la quimera T2 se evidencio por la excelente re-
actividad de dichos anticuerpos a sMF6p/FhHDM-1 y sMF6a. Ademas, dado que
el péptido sMF6a carece del residuo C-terminal (Ala) del epitopo MF6p2, parece
que el mismo no es necesario para la union del anticuerpo. Nuestros datos también
mostraron que la quimera T2 no indujo una respuesta de anticuerpo relevante a
ningun neoepitopo, ya que los valores obtenidos frente a las quimeras D2 y D7
(que tienen diferentes espaciadores) fueron similares. Teniendo en cuenta que los
epitopos CL2 y MF6p2 en las quimeras T2 y T3 estan separados por los mismos
enlazadores (KK), las diferencias entre las respuestas de anticuerpos observadas en
ratones, ovejas y rodaballos son nuevamente sorprendentes. Sin embargo, como los
anticuerpos inducidos por la quimera T2 reconocieron los epitopos CL2 y MF6p2
en las posiciones centrales o C-terminales (quimeras D2, D5, D6 y D7), descarta-
mos que las diferencias de anticuerpos en la respuesta de los rodaballos frente a las
quimeras T2 y T3 se debieran a deficiencias en el repertorio de células B. Por lo
tanto, como hemos comentado anteriormente con respecto a las ovejas, es probable
que el conjunto de moléculas MHC de clase II y/o repertorio de TCR de rodaballos
no sea adecuado para unirse a los epitopos de células T contenidos en la quimera
T3. En este sentido, se debe tener en cuenta que los rodaballos utilizados en el pre-
sente estudio se obtuvieron de una piscifactoria local, donde se producen mediante
el apareamiento de un pequefo numero de animales reproductores que pueden res-
tringir la diversidad de las moléculas MHC-II con respecto a las especies silvestres.
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Aunque algunas especies de peces como Gadus morhua (bacalao atlantico) carecen
de actividad de MHC-II, la mayoria de los peces teledsteos, incluyendo el rodaba-
llo, tienen moléculas de MHC-II funcionales clasicas y tienen buena activacion de
la inmunidad humoral y la inmunidad mediada por células en respuesta a agentes
infecciosos incluyendo bacterias, virus y parasitos (Leiro et al., 1996; Iglesias et
al., 2003; Santos et al., 2005; Zhang et al., 2013; Liu et al., 2017b).

La recaptura en placa como nueva estrategia para purificar antigenos
recombinantes expresados en E. coli y evitar reacciones inespecificas
en ELISA.

En nuestro trabajo hemos podido comprobar que la inclusion del epitopo
US9 en posicion amino terminal (antigeno sefiuelo) ha tenido consecuencias fa-
vorables en el disefio de antigenos quiméricos que han sido capaces de inducir
respuestas de anticuerpos en distintas especies animales. Sin embargo, en nuestro
laboratorio también es habitual la expresion de proteinas recombinantes destinadas
al inmunodiagndstico, para cuyo proceso de purificacion, ademas de la etiqueta de
polihistidina (6xHis), se pueden introducir en la secuencia otros epitopos lineales
cortos reconocidos por anticuerpos especificos (Kimple et al., 2013). De ahi, que
la presente memoria también incluye el estudio del epitopo reconocido por el mAb
US9 como posible herramienta de mejora para la repurificacion de un antigeno
recombinante producido por F. hepatica, una leucin aminopeptidasa.

En el comienzo de esta seccion ya hemos mencionado que la deteccion de
anticuerpos séricos inducidos por infecciones parasitarias utilizando métodos ELI-
SA depende de la disponibilidad de cantidades suficientes de antigenos especificos,
ya sean naturales o recombinantes, para ser utilizados en los inmunoensayos. En
este sentido, podria esperarse que antigenos recombinantes (obtenidos en condicio-
nes estandarizadas de manufactura) fuesen mas especificos que los nativos, pero
varios estudios han demostrado lo contrario (Cornelissen et al., 2001; Figueroa-
Santiago etal., 2011; Kuerpick et al., 2013; Martinez-Sernandez et al., 2018). Aun-
que no se han desarrolado investigaciones especificas acerca de este fendmeno,
existen estudios que sefialan que la presencia de contaminantes derivados de la
expresion de proteinas recombinantes etiquetadas con 6xHis en E. coli, podria es-
tar relacionada con su escasa especificidad (Robichon et al., 2011). La secuencia
6xHis es la etiqueta mas comunmente utilizada para la purificacion de proteinas
recombinantes en un solo paso, permitiendo purezas de hasta el 95% con una recu-
peracion del 90% de la proteina marcada (Bornhorst y Falke, 2000). Sin embargo,
los contaminantes restantes pueden ser de gran importancia cuando estos antigenos
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son utilizados como diana en inmunodiagndstico o en cualquier otra situacion en
la que se requiera un producto homogéneo. También se ha descrito que la pureza
de las proteinas recombinantes etiquetadas con 6xHis puede ser mejorada a través
de la expresion optimizada de E. coli (Andersen et al., 2013), los lavados acidos
(Bornhorst y Falke, 2000; Ben David et al., 2015) y el lavado con bajas cantida-
des de imidazol (Bolanos-Garcia y Davies, 2006), métodos comunmente utilizados
para prevenir la purificacion conjunta de proteinas contaminantes. A estos métodos
podriamos afadir la inclusion de 2-mercaptoetanol y detergentes no iénicos en
el tampon de carga de las columnas de afinidad, para minimizar la formacion de
enlaces disulfuro entre la proteina de interés y otras proteinas, asi como de interac-
ciones hidrofobas no especificas, respectivamente (Bornhorst y Falke, 2000). Sin
embargo, estos métodos pueden disminuir el rendimiento de la proteina purificada
y no garantizan la pureza completa de las proteinas recombinantes, debido a que
una fraccion relevante de proteinas de E. coli contaminantes exhibe una afinidad,
de moderada a fuerte, por las columnas de afinidad conteniendo resinas con iones-
metales inmovilizados (IMAC; Bolanos-Garcia y Davies, 2006).

La alternativa propuesta por nosotros para afrontar este problema consistio
en incluir una segunda etiqueta en la secuencia rFhLAP (epitopo MTFSVPIS, re-
conocido por el mAb US9) que nos permitiese la recaptura del antigeno en placas
ELISA (formato ELISA-captura). El etiquetado con epitopos de naturaleza pep-
tidica es una técnica de ingenieria genética que permite afiadir a la proteina de
interés, un epitopo reconocido por un anticuerpo monoclonal (Jarvik y Telmer,
1998; Brizzard, 2008). Esto hace posible una purificacion rapida de las proteinas
recombinantes mediante cromatografia de afinidad con el correspondiente mAb
inmovilizado, asi como la deteccion de proteinas en Western Blot (WB), citometria
de flujo y ELISA (Fujii et al., 2017). Para este propdsito, habitualmente se selec-
cionan secuencias lineales cortas (de entre 5-16 aa de longitud) que presentan un
indice GRAVY negativo (es decir, hidrofilicas), caracteristica que se cree podria
permitir una mayor accesibilidad a su reconocimiento por anticuerpos. En general
tales epitopos son incluidos en las regiones terminales amino o carboxi de la molé-
cula con el fin de reducir posibles interferencias en la funcion de la misma, aunque
esta no es una regla aplicable a cualquier proteina (Jarvik y Telmer, 1998). En este
sentido, existen algunas parejas de etiquetas y mAbs patentados, que pueden ser
utilizados tanto en la purificacion por afinidad como en la deteccion de proteinas
recombinantes marcadas (Kimple et al., 2013; Zhao et al., 2013). Sin embargo,
hasta donde sabemos, ninguno de estos métodos ha sido utilizado en el desarrollo
de métodos de diagnostico serologico ELISA en enfermedades infecciosas, en el
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cual se podrian eliminar los contaminantes remanentes de la purificacion por afini-
dad IMAC, a través de la captura en placa del antigeno una vez replegado.

Para estudiar esta estrategia, nos planteamos introducir el epitopo lineal US9
(ver pagina 117) en la proteina rFhLAP de Fasciola hepatica en tandem con la
etiqueta 6xHis. La FhLAP es una metaloproteinasa citoplasmica que ha sido ais-
lada de adultos de Fasciola (Acosta et al., 1998) y es capaz de inducir anticuerpos
especificos durante la infeccion, asi como proteccion parcial contra la reinfeccion
en ovejas inmunizadas (Piacenza et al., 1999; Marcilla et al., 2008; Maggioli et al.,
2011a).

Si bien en el inmunodiagnostico de la fasciolosis en humanos y animales es
mas adecuado el uso de catepsinas nativas (Mezo et al., 2010a; Mezo et al., 2010b;
Mezo et al., 2011) y recombinantes (clados L1, L2 y/o L5) como antigenos diana
en ELISA, en este trabajo hemos decidido emplear la rFhLAP dado que puede
expresarse en la fraccion soluble de bacterias E. coli transformadas, donde es mas
probable que exista contaminacion con proteinas contaminantes de la bacteria. Por
otra parte, ya que la FhLAP nativa habia sido evaluada como antigeno diana en el
inmunodiagnostico de fasciolosis en humanos, en este estudio quisimos evaluar su
potencial como antigeno diana en el serodiagnodstico de infecciones por F. hepatica
en rumiantes domésticos (ovejas y vacas).

En nuestro estudio se pudo evidenciar la utilidad de usar el etiquetado dual
de la proteina recombinante (6xHis y MTFSVPIS) ambas posicionadas en la re-
gion N-terminal de nuestra proteina rUS9-FhLAP. Mientras que la purificacion en
un solo paso por IMAC de la proteina rUS9-FhLAP gener6 una fuerte reactividad
en ELISA indirecto, siendo reconocida por muchos sueros de rumiantes no infec-
tados (principalmente bovinos), dicha reactividad inespecifica desaparecié cuando
este antigeno fue recapturado por el mAb US9 en ELISA captura.

Entre los contaminantes mas tipicos en las columnas de afinidad IMAC
han sido notificados desde componentes no proteicos (p. ¢j., fosfolipidos, acidos
nucléicos y LPS) hasta proteinas de la célula E. coli, que incluyen proteinas de
la membrana externa, proteinas de la maquinaria de plegado sensibles al estrés
y proteinas de la subunidad ribosomal (Eggenreich et al., 2016), algunas de los
cuales requieren mas de 80 mM de imidazol para su elucion (Bolanos-Garcia y
Davies, 2006). Por lo tanto, aunque la identificacion molecular de las proteinas de
E. coli reconocidas por los sueros de ovejas y vacas va mas alla de los objetivos
del presente estudio, nuestros resultados en SDS-PAGE muestran la presencia de
bandas que no fueron reconocidas por el mAb US9 ni anticuerpos anti-His en WB,
revelando la presencia de proteinas de E. coli contaminantes en el rUS9-FhLAP
purificado por afinidad IMAC. De forma similar, hemos observado que dentro de
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las proteinas solubles presentes en células M 15 de E. coli no transformadas, existe
una gran diversidad de proteinas con afinidad por iones Ni++, al utilizar PBS mas
imidazol 5 mM como tampoén de carga y de lavado. También es importante resaltar
que han sido reportados resultados falsos positivos al emplear CL recombinan-
tes (expresadas en Pichia pastoris y purificadas por afinidad IMAC), antigenos
que han demostrado ser mucho mas antigénicos en ELISA en comparacion con
el antigeno FhLAP (Kuerpick et al., 2013). A esto podriamos anadir que estudios
recientes en nuestro laboratorio demostraron que los resultados falsos positivos son
menos relevantes cuando los antigenos (procatepsinas L) han sido expresados en E.
coli como cuerpos de inclusion, dado que estos agregados son sometidos a lavados
por centrifugacion que permiten eliminar la mayoria de proteinas solubles conta-
minantes del huésped antes de la desnaturalizacion y la purificacion por afinidad
IMAC (Martinez-Sernandez et al., 2018). Ademas de las proteinas, el LPS tam-
bién ha sido reconocido como un contaminante frecuente durante la purificacion
IMAC de proteinas recombinantes expresadas en E. coli (Schwarz et al., 2014).
En este sentido, las células M15 utilizadas en este estudio derivan de una cepa
K12 de E. coli (https://www.qiagen.com/fr/resources/resourcedetail ?7id=abc8b958-
d415-4b91-88a1-e590d0al884&lang=en) y aunque carecen del antigeno O del
LPS (Stevenson et al., 1994), retienen otros componentes como el lipido A (Liu
y Reeves, 1994), que es potencialmente antigénico. Al igual que estudios previos
(van Altena et al., 2016), nuestros resultados mostraron que los sueros de ganado
libre de F. hepatica presentan niveles relevantes de anticuerpos anti-LPS (serotipo
055:B5 de E. coli), aunque la ausencia de correlacion entre dicha respuesta de
anticuerpos y la obtenida frente rUS9-FhLAP excluye al lipido A de E. coli como
fuente de reactividad cruzada en nuestro estudio. En cuanto a las caracteristicas
fisicoquimicas de la secuencia MTFSVPIS reconocida por mAb US9, esta presen-
ta un indice GRAVY positivo (1,188) que denota una naturaleza hidréfoba que se
diferencia de la mayoria de etiquetas de epitopos reportadas anteriormente (Kimple
et al., 2013) y que desaconsejaria su uso para etiquetar algunas proteinas recom-
binantes. Sin embargo, cabe mencionar que su insercion en la secuencia rUS9-
FhLAP fue realizada en tindem despues de la etiqueta 6xHis, incorporando 5 resi-
duos adicionales en la region N-terminal debido al procedimiento de clonacion. En
consencuencia, fueron incorporados veinte residuos adicionales en la region amino
de la secuencia rFhLAP (‘MRGSHHHHHHGSMTFSVPIS?) con un GRAVY ne-
gativo (-0.735), que esta en el rango de muchas otras etiquetas epitopicas (Kimple
et al., 2013). También cabe resaltar que el epitopo US9 en el rUS9-FhLAP quimé-
rico tiene una posicion similar a la de la secuencia madura paterna de gp53 de T.
spiralis 'STDNENVAMKEMTFSVPIS”, GRAVY =-0,289; gb | CAD86781.1) y
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T. britovi (STDNENAAMKEMTFSVPIS®, GRAVY = -0.416; gb | CAD86782.1)
(Romaris et al., 2002), lo que ya sugeria un buen reconocimiento de rUS9-FhLAP
por el mAb US9. A esto habria que afiadir que la presencia de dipéptidos GS antes
del 6xhis y el epitopo US9 probablemente facilita el reconocimiento por el mAb
US9, dada su accion de enlazador flexible descrita tanto en proteinas de fusion
recombinantes (Chen et al., 2013; Reddy Chichili et al., 2013) como en antigenos
quiméricos de multipples epitopos (Liu et al., 2005; Li et al., 2014). Finalmente,
también debe considerarse que, aunque la secuencia MTFSVPIS pertenece a una
proteina nematodo, su reconocimiento por sueros de animales infectados en ELISA
de captura no es posible ya que dicho epitopo no esta disponible debido a su unién
con el anticuerpo de captura (US9).

Al analizar los sueros de humanos infectados con F. hepatica, Marcilla
(2008) notificaron que una FhLAP nativa de F. hepatica podria tener un interés
potencial en el diagnostico serologico de la fasciolosis humana. Sin embargo, en
comparacion con las catepsinas L (MM3-ELISA), nuestros resultados demostra-
ron claramente que, al menos en los rumiantes, las respuestas a este antigeno son
discretas y, por lo tanto, no pueden recomendarse para el desarrollo de pruebas de
inmunodiagnostico.

En resumen, y como prueba de concepto, en este estudio demostramos por
primera vez que la introduccion de un epitopo hidrofobico reconocido por un mAb
en un antigeno recombinante de Fasciola se puede usar para recapturar en placa el
antigeno permitiendo el disefio de ELISA captura nuevos y especificos. Esta estra-
tegia puede ser ventajosa sobre los ELISA indirectos por al menos dos razones: i) a
diferencia del ELISA indirecto, todas las moléculas de antigeno permanecen orien-
tadas en el espacio por accion del mAb de captura, y ii) permite usar un pocillo
como control individual para cada suero, mejorando asi la deteccion de individuos
que tienen anticuerpos que reaccionan con el mAb de captura o las proteinas uti-
lizadas para bloquear las placas ELISA (Mezo et al., 2007). Actualmente, se estan
realizando estudios adicionales en nuestro laboratorio para investigar si se puede
realizar la misma estrategia con otros antigenos de Fasciola, como fragmentos
completos o seleccionados de catepsinas L, para desarrollar pruebas de inmuno-
diagnostico robustas sin la necesidad de obtener parasitos vivos en los mataderos.
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1. Se ha demostrado por primera vez que la inyeccion del adyuvante Quil A®
en ovejas es capaz de expandir el repertorio de anticuerpos que generan
frente al antigeno MF6p/FhHDM-1 durante una infeccion experimental
primaria con metacercarias de F. hepatica. Dicho efecto parece ser una
caracteristica propia de Quil-A®, ya que también se manifiesta sin la ad-
ministracion concomitante de antigeno, y no la presenta el hidréxido de
aluminio, que es uno de los adyuvantes mas empleados en vacunas co-
merciales.

2. Las ovejas vacunadas con el antigeno MF6p/FhHDM-1 sintético formulado
en el adyuvante Quil-A® presentaron un retardo de 2-4 semanas en la pro-
duccion de anticuerpos frente a los antigenos secretados por F. hepatica
durante una infeccion experimental. También se ha comprobado que la
poblacion de fasciolas de los animales vacunados mostraron una menor
actividad metabolica, seguin se desprende de su menor tamaio y reducida
liberacion de catepsinas con las heces de los animales.

3. Se ha evaluado la respuesta de anticuerpos inducidas en ratones, ovejas
y rodaballo frente a péptidos quiméricos sintéticos, di- y tri-epitdpicos,
compuestos por secuencias derivadas de tres antigenos parasitarios: CL1
y MF6p/FhRHDM-1, ambos de F. hepatica, y el epitopo US9, procedente
de la glicoproteina gp53 de T. spiralis. Se ha comprobado que las tres es-
pecies de animales estudiados fueron capaces de generar una respuesta
elevada de anticuerpos frente péptidos quiméricos de pequeino tamano.
Sin embargo, la intensidad de las respuestas se vio afectada por la orien-
tacion de los epitopos, la naturaleza de los espaciadores empleados para
separar los distintos epitopos y por la generacion de nuevos epitopos T.

4. Se ha observado que, al menos en ratones, la presencia del epitopo US9,
tanto en posicion N- como C-terminal, actiia como un epitopo seiuelo
frente al cual no se generan anticuerpos, pero favorece que se generen
frente a los demas epitopos que componen los péptidos quiméricos. Este
hallazgo puede resultar de gran interés en campo del diseno de péptidos
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sintéticos para la inmunizacién de ratones con el fin de producir hibrido-
mas productores de anticuerpos monoclonales.

5. Se ha disenado por primera vez un antigeno quimérico recombinante de
F. hepatica (leucin-aminopeptidasa) que contine la etiqueta clasica 6xHis
junto con el epitopo US9. La presencia de este segundo epitopo permitié
la repurificacion in situ del antigeno recombinante en los pocillos de pla-
cas ELISA que contenian el mAb US9 inmovilizado. Esta estrategia se ha
mostrado eficaz para evitar fenémenos de reactividad cruzada debidos a
la presencia de proteinas contaminantes de E. coli cuando se usan colum-
nas IMAC.
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