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 Resumen 

La anquilostomiasis es una infección causada por parásitos helmínticos que 

residen en el intestino de diferentes organismos, entre ellos los humanos. 

Esta infección es de relevancia a nivel mundial, principalmente afectando a 

los niños de los países en vías de desarrollo. En el laboratorio se utiliza al 

geohelminto murino Nippostrongylus brasiliensis como modelo de 

anquilostoma por su ciclo de vida parecido al de los parásitos que afectan a 

los humanos. Estos parásitos han evolucionado para adaptarse a sus 

hospederos, ya sea modulando su respuesta inmunológica o utilizando al 

hospedero en su beneficio. Ha sido ampliamente reportado que la interacción 

parásito-hospedero ocurre principalmente mediante los productos de 

secreción-excreción (ESP), los cuales son diferentes entre especies y 

estadios del desarrollo del gusano. Entre los efectos que se encontró de los 

ESP de N. brasiliensis en el estadio L3 se conoce que tienen la capacidad 

para atraer neutrófilos. El objetivo de este trabajo es identificar y caracterizar 

un candidato que sea el responsable de este fenómeno. Para ello se 

analizaron datos transcriptómicos del gusano en todos sus estadios larvarios. 

De estos datos se identificó un candidato (nombrada Nb-SCP-2) que es 

similar en secuencia aminoacídica y estructura a Na-ASP-2, una proteína 

secretada por Necator americanus, anquilostoma que afecta a humanos, y 

que se conoce que es capaz de reclutar neutrófilos y monocitos. Se obtuvo 

la proteína recombinante del candidato seleccionado en células de insectos. 

Se demostró a través del modelo de inflamación de Bolsa de Aire que esta 

proteína recombinante es capaz de reclutar neutrófilos, lo cual está en 

correspondencia con otro estudio donde se observó que la ausencia de estas 

células afectaba la migración de las larvas infectivas de la piel al pulmón. Sin 

embargo, al inmunizar ratones con ella, aunque se observó un aumento en 

el título de anticuerpos anti-Nb-SCP-2, no se logró protegerlos de la infección 

con N. brasiliensis. 
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 Introducción 
1. Taxonomía de los helmintos 

 
El concepto de helminto se utiliza para abarcar de manera tradicional tres grupos 

de gusanos que comparten características superficiales similares: los 

trematodos y los cestodos (ambos englobados en el filo Platyhelminthes) y los 

gusanos redondos (pertenecientes al filo Nematoda) (Hodda y col., 2022a). Este 

término no tiene un valor clasificatorio preciso; más bien, se trata de un concepto 

en el que las características de los helmintos no pueden generalizarse más allá 

de lo que es común a todos los gusanos: su forma alargada y suavidad, sin un 

esqueleto que dé estructura a sus cuerpos. Hay especies tanto hermafroditas 

como dioicas. Antiguamente, la clasificación se basaba en la morfología externa 

e interna de los huevos, larvas y etapas adultas (Parkinson y col., 2004). Sin 

embargo con las tecnologías de secuenciación se han podido clasificar de 

manera más certera las distintas especies de helmintos (Parkinson y col., 2004). 

Las duelas (trematodos) adultas son gusanos planos con forma de hoja. Estos 

organismos presentan ventosas oral y ventral prominentes que ayudan a 

mantener su posición in situ. Las duelas son hermafroditas excepto las duelas 

sanguíneas, que son dioicas. El ciclo de vida incluye un hospedero intermediario: 

moluscos (Poulin y col., 2019). Por otra parte, las tenias (cestodos) adultas son 

gusanos planos, segmentados y hermafroditas que habitan el lumen intestinal. 

Las larvas están invaginadas dentro de una pared rodeada de líquido y habitan 

tejidos extraintestinales (Koziol., 2017). Por último, los gusanos redondos 

(nematodos) adultos y larvas son gusanos cilíndricos y dioicos. Habitan sitios 

intestinales y extraintestinales (Hodda y col., 2022a). 

Los nematodos constituyen un grupo de organismos muy diverso, que aunque 

no presentan una gran variedad morfológica, lo compensan con una gran 

abundancia: a la fecha se han descrito más de 26000 especies y se siguen 
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describiendo cerca de 400 nuevas especies por año (Hodda, 2022b). Ocupan 

una amplia gama de nichos; se han identificado nematodos terrestres y marinos 

de vida libre que se alimentan de microorganismos, así como nematodos 

parasitarios que pueden infectar plantas, hongos, animales. En entornos 

terrestres, abundan hasta representar el 80 % de los animales pluricelulares, y 

este porcentaje se eleva a más del 90 % en el relieve oceánico (Hodda, 2022b). 

Existen diversas metodologías para clasificar a los nematodos (morfología, 

bioquímica, biología molecular) (Seesao y col., 2017), pero la clasificación más 

comúnmente aceptada es la basada en la similitud de secuencia del RNA de la 

subunidad pequeña del ribosoma (Figura 1) (Blaxter y col., 1998): Dorylaimia 

(clado I), Enoplia (clado II) y Chromadorea (que engloba a Rhabditida, también 

conocido como Secernentea). Dentro de Rhabditida, se pueden identificar 

subdivisiones adicionales, como Spirurina (clado III), Tylenchina (clado IV) y 

Rhabditina (clado V). Bajo este sistema de clasificación, Nippostrongylus 

brasiliensis, Ancylostoma duodenale y Necator americanus se ubican en el clado 

V, siendo las dos últimas especies las que infectan a humanos y que mayor 

prevalencia tienen a nivel global (Blaxter y col., 1998). 

 

 

 
Figura 1. Taxonomía de los nemátodos basada en la secuencia del RNA de la subunidad pequeña  
del ribosoma (Tomado de Iqbal y Jones, 2016) 
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2. Epidemiología de Anquilostomiasis 

 
La anquilostomiasis (un tipo de helmintiasis) es una enfermedad parasitaria en 

el intestino delgado provocada por nematodos del grupo de los geohelmintos, 

específicamente los anquilostomas (nematodos que se transmiten por contacto 

con el suelo que pertenecen a las especies Ancylostoma y Necator) (Liang y col., 

2023). Es una de las parasitosis más prevalentes a nivel mundial, afectando a 

aproximadamente 1500 millones de personas, lo que equivale al 24% de la 

población global. Estas infecciones afectan principalmente a las comunidades 

más empobrecidas y desfavorecidas en áreas tropicales y subtropicales donde 

el acceso a servicios básicos de agua limpia, saneamiento e higiene es limitado. 

Se ha observado una mayor prevalencia en regiones como el África 

subsahariana, China, América del Sur y Asia (Figura 2) (Loukas y col., 2017). La 

transmisión de las anquilostomiasis ocurre a través de los huevos de los 

parásitos que son expulsados en las heces fecales de las personas infectadas, 

contaminando así el suelo en áreas con deficiente saneamiento. Se estima que 

más de 260 millones de niños en edad preescolar, 654 millones de niños en 

edad escolar, 108 millones de niñas adolescentes y 138.8 millones de mujeres 

embarazadas y madres lactantes residen en zonas donde la transmisión de 

estos parásitos es intensa, lo que subraya la necesidad de tratamientos e 

intervenciones preventivas (Sorobetea y col., 2018). Los síntomas que presentan 

van desde dolor abdominal y ligera anemia hasta diarrea, afectación en el 

crecimiento y daños en el desarrollo cognitivo (Sorobetea y col., 2018). 

En Latinoamérica, las helmintiasis transmitidas por contacto con el suelo están 

presentes en toda la región y se estima que una de cada tres personas está 

infectada. Cerca de 46 millones de niños entre 1 y 14 años están en riesgo de 

infectarse por estos parásitos. Los países donde hay mayor presencia de 

helmintiasis son: Brasil, Colombia, México, Bolivia, Guatemala, Haití, Honduras, 

Nicaragua, Perú y República Dominicana (Calvopiña y col., 2017). 
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Figura 2. Distribución geográfica de Necator americanus y Ancylostoma duodenale (Tomado de Chevalier y col., 
2002) 

3. Nippostrongylus brasiliensis: modelo de parásito gastrointestinal 

 
Durante el ciclo de vida de N. brasiliensis, el parásito transita por diferentes 

órganos del hospedero: piel, pulmón e intestino (Figura 3) (Allen y Sutherland, 

2014). En ratones, las larvas en etapa 3 (L3) infectan al hospedero penetrando 

la piel causando prurito y sarpullido local, además de una infiltración local de 

neutrófilos y eosinófilos del hospedero. Las L3s una vez dentro del hospedero 

comienzan a liberar moléculas que facilitarán su penetración, observándose en 

esta etapa una gran secreción de proteasas que causarán daño tisular para 

lograr alcanzar el torrente sanguíneo aproximadamente 6 horas después de la 

infección. A través de la sangre llegan al lado derecho del corazón y de ahí a los 

capilares pulmonares, donde acceden al alvéolo (aproximadamente en las 

primeras 11 horas post-infección), donde, en el parénquima, las L3s maduran a 

la etapa larvaria 4 (L4) (entre las 19-50 horas post-infección) (Serrano-Pinto y 

Licona-Limón, 2017). El daño causado por la migración de la larva y la 

inflamación neutrofílica conduce a hemorragias y lesiones pulmonares agudas. 

Después las larvas atraviesan las vías respiratorias, son expulsadas mediante la 
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tos, se tragan y entran en el intestino, donde los parásitos maduran y producen 

huevos (90-108 horas post-infección). Los adultos o etapa larvaria 5 (L5s) 

residen en el intestino causan daño tisular local e inflamación antes de ser 

expulsados de manera altamente dependiente de la respuesta tipo 2 (Allen y 

Sutherland, 2014; Loukas y col., 2016; Bouchery y col., 2017). 

En el laboratorio, N. brasiliensis se estudia como helminto modelo que tiene un 

ciclo de vida similar al de N. americanus: el ciclo de vida de este último también 

pasa por tres tejidos (piel, pulmón e intestino) (Bouchery y col., 2017). No 

obstante posee algunas diferencias con respecto a N. brasiliensis. Primero los 

tiempos de la infección son diferentes: N. americanus puede tardar de una a tres 

semanas para migrar de la piel al pulmón, luego de este órgano al intestino a las 

4-6 semanas post-infección, mientras en N. brasiliensis estas travesías ocurren 

más rápidas (Allen y Sutherland., 2014; Loukas y col., 2016). Otro aspecto a 

tener en cuenta es que mientras N. brasiliensis realiza un cambio larvario en el 

pulmón de L3 a L4 y luego en el intestino de L4 a L5, en el caso de N. americanus 

ocurre un cambio doble en el intestino donde del estadio L3 cambia a L4 y 

seguidamente a L5 (Loukas y col., 2016). Otra diferencia es el tiempo de 

permanencia en el intestino durante la vida adulta, pues mientras que N. 

brasiliensis a los 7 días ya está siendo expulsado en las heces, N. americanus 

puede permanecer por años (hasta 40 años) en el intestino realizando una 

infección crónica (Loukas y col., 2016). 

 

 
Figura 3. Ciclo de vida de Nippostrongylus brasiliensis (Tomado de Serrano-Pinto y Licona-Limón, 2017) 
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A pesar de las diferencias expuestas arriba, este parásito (N. brasiliensis) se 

utiliza ampliamente como modelo de parásito gastrointestinal en el estudio de la 

infección e inmunidad de nematodos por su fácil manipulación y porque su 

mantenimiento en el laboratorio es económico. Su hospedero específico y 

natural es la rata, aunque puede infectar otros roedores, como ejemplos 

(mencionados en orden de susceptibilidad): ratones, hámster, ardilla terrestre, 

jerbo y chinchilla (Kassai, 1982). 

4. Respuesta inmune contra helmintos: panorámica general 

 
El mecanismo de defensa del sistema inmunológico contra las infecciones de 

helmintos está típicamente asociado a la respuesta de tipo 2, donde están 

involucrados diferentes tipos celulares, tanto innatos (eosinófilos, basófilos, 

mastocitos, células linfoides innatas tipo 2 (ILC2), macrófagos activados 

alternativamente, neutrófilos) como adaptativos (linfocitos T cooperadores tipo 2 

(TH2 siglas en inglés: T Helper 2), TH9, linfocitos B); y citocinas efectoras 

(interleucina (IL)-3, IL-4, IL 5, IL-9, IL-13 y anticuerpos IgE) (Vacca y Le Gross, 

2022). La respuesta de tipo 2 implica varios procesos biológicos que sirven para 

la eliminación del parásito (ejemplo: fortaleciendo la barrera física) y evitando un 

daño perjudicial del tejido del hospedero (promoviendo la reparación y 

devolviendo el tejido dañado a su función fisiológica normal) (Baska y Norbury, 

2022). 

Dentro del mecanismo de la respuesta inmune contra los helmintos, desde una 

panorámica general, se ha visto que conlleva la liberación de las llamadas 

citocinas alarminas: IL-25, IL-33 y linfopoyetina estromal tímica (TSLP, siglas en 

inglés: thymic stromal lymphopoietin) por los tejidos dañados, las cuales son 

importantes para la generación temprana de la respuesta tipo 2 (Fallon y col., 

2006; Humphreys y col., 2008; Taylor y col., 2009). Estas citocinas actuan 

principalmente sobre las ILC2, induciendo la secreción de otras citocinas: IL-4, 

IL-5, IL-9 e IL- 13, las cuales a su vez ejercen diferentes funciones en diversos 

tipos celulares, como se mencionará más adelante (Maizels y col., 2009; von 
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Moltke y col., 2016; Sorobetea y col., 2018). 

La citocina IL-25, a veces referida como IL-17E, es miembro de la familia de IL- 

17. En los pulmones e intestinos de los ratones, las principales fuentes de 

producción de esta citocina son las células en penacho (o células Tuft), un tipo 

raro de células epiteliales quimiosensoras (von Moltke y col., 2016). Se sabe que 

la expresión de IL-25 en estas células es inducida por succinato o por los 

productos de excreción- secreción (ESP, siglas del inglés: excretory-secretory 

products) de los helmintos (von Moltke y col., 2016). En ratones que carecían de 

IL-25 se observó que la expulsión de los N. brasiliensis fue menos eficiente, 

mientras que en ratones silvestres o Rag1-/-, la administración de una alta 

concentración de esta citocina, resultó en una reducción del número de gusanos 

(Fallon y col., 2006). A diferencia de IL-25, que es secretada principalmente por 

las células en penacho, la IL-33 puede ser liberada por diferentes tipos de 

células epiteliales (von Moltke y col., 2016; Chen y col., 2022). La alarmina IL-33 

pertenece a la familia de la citocina IL-1 y se expresa constitutivamente en el 

núcleo principalmente de las células epiteliales y endoteliales. Puede ser 

liberada por las células muertas junto con ATP (el ATP activa a los mastocitos 

para que a su vez liberen más IL-33) (Shimokawa y col., 2017). Esta alarmina 

aumenta la activación de ILC2, lo cual a su vez incrementa la producción de IL-

13. Una deficiencia de IL-33 en células epiteliales intestinales resultó en un 

retardo en la reducción del número de gusanos, así como una disminución de 

ILC2 en el intestino delgado cuando este fue retado a una infección de N. 

brasiliensis (Hung y col., 2020). Otra función de la IL-33 es inducir la expresión 

de TSLP en el epitelio (Humphreys y col., 2008). A diferencia de IL-25 e IL-33, 

TSLP no parece estar involucrada en la expulsión de N. brasiliensis, aunque sí 

en la resolución de la infección por Trichuris muris. Massacand y col. (2009) 

demostraron que este fenómeno se debía a que la principal función de TSLP en 

la respuesta antihelmíntica contra T. muris era la supresión de IL-12p40, pero 

como N. brasiliensis realizaba ya esta acción directamente, pues resultaba 

redundante la contribución de TSLP (Massacand y col., 2009; Taylor y col., 

2009). 
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Aunque las ILC2 parecen ser la diana principal de estas alarminas, se ha visto 

que dichas citocinas pueden activar también células T de memoria tanto murinas 

como humanas sin necesidad del reconocimiento de epítopos por el receptor de 

la célula T. En este sentido, se demostró que la IL-25 puede diferenciar las 

células T CD4+ en células TH2 (Wang y col., 2007; Leyva- Castillo y col., 2013; 

Wang y col., 2015; Van Dyken 2016; Sorobetea y col., 2018). 

Una vez las ILC2 y TH2 fueron estimuladas por las alarminas, comienzan a 

liberar IL-4, IL-5 e IL-13, las cuales se consideran clave para las respuestas de 

tipo 2 inducidas por helmintos (Herbert y col., 2019). 

La citocina IL-13 es requerida para la protección contra la mayoría de los 

nematodos. Aunque la IL-13 tiene funciones diferentes a la IL-4, existe cierta 

redundancia entre ellas: esto es probablemente debido a que ambas moléculas 

comparten el uso de la subunidad IL-4Rα. IL-13 induce la hiperplasia de las 

células caliciformes y la producción de moco (Vacca y Le Gros., 2022). También 

actúa sobre las células progenitoras de las células intestinales promoviendo 

el desarrollo de las células en penachos y caliciformes. Junto con la IL-4 

estimulan la producción de la molécula tipo resistina (RELM, siglas en inglés: 

resistin-like molecules)-β, que tiene un efecto protector contra la infección de N. 

brasiliensis (Baska y Norbury, 2022). Por otro lado, al igual que la IL-13, la IL-5 

es secretada principalmente por ILC2, pero funciona predominantemente como 

reclutador de eosinófilos (Dent y col., 1999; Gazzinelli-Guimaraes y Nutman, 

2018). Una característica de las infecciones parasitarias es la eosinofilia en 

sangre, especialmente para los parásitos que migran a través de múltiples tejidos 

(Huang y col., 2015). Ratones que sobreexpresan IL-5 tienen eosinofilia 

sistémica masiva y son menos susceptibles a N. brasiliensis, mientras que los 

ratones deficientes en eosinófilos no presentan alteraciones en su capacidad 

para expulsar, lo que ilustra que la IL-5 tiene funciones desconocidas adicionales 

más allá de las asociadas con eosinófilos (Dent y col., 1999; Knoot y col., 2007). 

En estos ratones transgénicos, con presencia de eosinofilia a lo largo de su vida, 

aunque se observó un menor número de N. brasiliensis en el intestino y los 
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parásitos eran menos fecundos (producían menos huevos), la infección intestinal 

se eliminó al mismo tiempo que en los ratones de tipo silvestre (Dent y col., 

1999). El papel de IL-9 en N. brasiliensis se pensó, inicialmente, que era 

marginal dado el leve fenotipo observado en mastocitos y células caliciformes en 

ratones deficientes de IL-9 (Townsend y col., 2000). Datos más recientes 

demostraron claramente la inducción de IL-9 por Th9 e ILC2 en ratones 

infectados con N. brasiliensis y constituyó la primera evidencia convincente 

sobre la importancia de IL-9 en este contexto. En este sentido, y en adición a su 

efecto sobre los mastocitos y la hiperplasia de las células caliciformes, IL-9 

mostró ser importante para la basofilia y la inducción in vivo de IL-5 e IL-13, 

protegiando al hospedero de la infección (Licona-Limón y col., 2013; Licona-

Limón y col., 2017). 

4.1. Respuesta inmune antihelmíntica específica en la piel 

 
Si bien la respuesta inmunológica, desde un punto de vista general, contra 

helmintos es llevada a cabo por una respuesta de tipo 2, hay que recordar que 

estos parásitos transitan por diferentes tejidos y en cada uno de ellos esta 

respuesta tiene sus particularidades. Para los fines de este trabajo, en este 

acápite nos enfocaremos en la respuesta que se desencadena en la piel. 

N. brasiliensis y N. americanus comienzan su etapa infecciosas en la piel. Para 

ello estos gusanos deben atravesar esta barrera física y una vez dentro sufren 

varias modificaciones: en el caso de N. brasiliensis pierde su cutícula y comienza 

a liberar ESP, principalmente proteasas (Abuzeid y col., 2020). Todo esto 

conlleva al daño tisular, lo cual induce la liberación de IL-33 por las células 

muertas y TSLP principalmente por las células epiteliales. Si bien IL-33 juega un 

papel esencial en la iniciación de la respuesta de tipo 2 en pulmón e intestino, 

TSLP parece ser más importante en la activación de las ILC2 en la piel (Kim y 

col., 2013). Si bien se conoce el rol que juegan las ILC2s en el pulmón e intestino 

durante la infección por helmintos, su nivel de participación en las respuestas 

inmunitarias de la piel, no se comprende hasta el momento. En el trabajo de 

Obata-Ninomiya y col., (2013) no se observó que las ILC2s se expandieran en 
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la piel en respuesta a una infección por N. brasiliensis. Este hallazgo difiere de 

los informes sobre la expansión de ILC2s en otros sitios de infección por 

helmintos y es sorprendente dado que la IL-33, un inductor clave de la expansión 

de ILC2s, se expresa tanto en condiciones basales como durante la inflamación 

en la piel (Obata y col., 2013). No está claro si las ILC2s de la piel se expanden 

en respuesta a otros gusanos penetrantes de la piel, o si su función se altera 

durante la penetración en la piel. Sin embargo, es posible que la disparidad en 

la expansión de ILC2s entre la piel y otros sitios de infección se deba a 

diferencias funcionales entre las ILC2s residentes en la piel y las de otros tejidos. 

La transcriptómica de célula única de las ILC2s revela que estas células se 

agrupan de manera distinta según su tejido de origen, y que las ILC2s de la 

piel están programadas de manera única para responder a la IL-18 en lugar de 

a las señales canónicas de tipo 2 como IL-25 e IL-33 (Ricardo-Gonzalez y col, 

2018). Esta diferencia podría explicar por qué no se observó la expansión de 

ILC2s en la piel poco después de la penetración de N. brasiliensis. 

Una característica en varios anquilostomas que infectan roedores y humanos es 

la basofilia inducida, la cual se utiliza como una característica distintiva de las 

infecciones por helmintos (Inclan-Rico y Syracusa, 2018). Los precursores de los 

basófilos residen en la médula ósea y responden a IL-3 y TSLP durante la 

infección por helmintos (Inclan-Rico y Syracusa, 2018). La eliminación de 

parásitos se ve afectada en ausencia de basófilos, tanto en infecciones por N. 

brasiliensis debido a la falta de IL-4 e IL-13 derivadas de basófilos y la reducción 

de la expansión de células TH2 (Schwartz y col., 2014). Los basófilos se 

identificaron durante la infección primaria de N. brasiliensis como una fuente de 

IL-4, lo cual indicaba su función potencialmente importante en la iniciación de las 

respuestas inmunitarias de tipo 2, en comparación con las células T 

cooperadoras que son las principales productoras de IL-4 durante la reinfección 

(van Panhuys y col., 2011; Peng y Siracusa, 2021). Al mismo tiempo, se 

demostró que para inducir protección durante la infección secundaria de N. 

brasiliensis los basófilos son requeridos, donde se observó su implicación en la 

retención de las larvas en la piel, esto orquestado por basófilos activados por 
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IgE y macrófagos polarizados a M2 (Obata-Ninomiya y col., 2013). No obstante, 

en un modelo de S. venezuelensis, que migra a través de la piel de manera 

similar a N. brasiliensis, los basófilos tenían un papel principal en la retención de 

larvas en la piel durante la infección primaria, pero no tenían efecto durante la 

infección secundaria (Mukai y col., 2017). Sin embargo, estudios con S. ratti 

indicaron que la ausencia de basófilos puede ser compensada por otras células 

inmunitarias, como los mastocitos. Los autores no observaron diferencias en 

las respuestas TH2 en ratones sin basófilos (Reitz y col., 2018). Estos 

resultados de los estudios con diferentes especies de parásitos indican que el 

papel de los basófilos depende del modelo y debe ser evaluado individualmente. 

Otro tipo de célula del sistema inmunológico que se ha visto que juega un papel 

importante en la respuesta contra helmintos en la piel son los eosinófilos 

(Nutman, 2007). Estas células se derivan de la médula ósea y son reclutadas al 

sitio de infección por la eotaxina y la citocina IL-5, esta última secretada por las 

TH2 que fueron activadas (Weller y Spencer, 2017; Radonjic-Hoesli y col., 2021). 

Se ha observado que luego de la inyección de N. brasiliensis en la piel, hay un 

aumento en la infiltración de eosinófilos en este tejido, los cuales están 

asociados con las larvas que quedan atrapadas en la piel, teniendo un papel 

claro en la reducción del número de larvas que llegan a los pulmones (Daly y 

col., 1999). En un estudio, de infección primaria con N. brasiliensis, donde se 

compararon ratones que sobreexpresaban IL-5 con otros que eran deficientes 

de esta citocina o que eran tipo silvestre, se observó que los primeros lograban 

una mayor retención de larvas L3 en la piel (Dent y col., 1999). Sin embargo, no 

se observó ninguna diferencia entre silvestre y deficientes de IL-5 (Dent y col., 

1999). Posteriormente, en una reinfección, al comparar los grupos deficientes de 

IL-5 y tipo silvestre, se observó que llegan más larvas al pulmón en el grupo 

deficiente de la citocina (Knott y col., 2007). Estos resultados indican que los 

eosinófilos son importante células en la respuesta antihelmíntica en la piel o al 

menos en la respuesta previa al pulmón. En modelos de infección por T. spiralis, 

que involucran la infección y supervivencia a largo plazo de los parásitos en los 

tejidos musculares del hospedero, el agotamiento de eosinófilos no afectó la 
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carga parasitaria intestinal, pero sí llevó a un mayor número de larvas viables 

detectadas en el tejido muscular (Huang y col., 2015). Es interesante que los 

eosinófilos en el tejido muscular alrededor del parásito produjeran IL-10 en la 

etapa temprana de la infección, lo que tenía el efecto de proteger a las larvas 

intracelulares encapsuladas y apoyar la infección crónica (Huang y col., 2014). 

En conjunto, estos estudios identificaron un papel importante para los eosinófilos 

en la inmunidad antihelmíntica dependiendo del parásito y la etapa del tejido 

infectado. 

Más recientemente, se ha observado que los neutrófilos juegan también un papel 

importante en la respuesta contra los helmintos en la piel (Ajendra, 2021). Estas 

células poseen una amplia variedad de herramientas para defender al organismo 

de los agentes infecciosos, como la secreción de citocinas y factores que activan 

al sistema inmune innato y adaptativo, y ayudan a orquestar una respuesta 

efectiva (Burn y col., 2021). Otro mecanismo que utiliza para la defensa es la 

liberación de su cromatina, la cual tiene unida proteasas y peptidasas, lo cual 

permite atrapar y matar bacterias, viruses y hongos (Omar y Abdelal, 2023). Este 

mecanismo se conoce como trampas extracelular de neutrófilos (NETs, siglas 

del inglés: neutrophils extracelular traps) y es una manera eficiente de atacar 

patógenos que no pueden ser fagocitados por los neutrófilos, como son los 

helmintos. En una infección primaria, se demostró que estas células rodean a 

las larvas L3 de N. brasiliensis en la piel al cabo de las 6 horas post- infección, 

ya sea una infección natural o una inyección intradérmica (Bouchery y col., 

2020). En paralelo, se realizó un estudio in vitro donde se corroboró que las 

larvas eran rodeadas por los neutrófilos, y que además eran atacadas por estas 

células de una manera parcialmente dependiente del complemento. Se 

demostró que los neutrófilos mediante la liberación de NETs dañaban a N. 

brasiliensis, controlando la infección en la piel (Bouchery y col., 2020). No 

obstante, no se describen los mecanismos por los cuales se lleva a cabo esta 

defensa, lo cual queda por investigar. Otro aspecto interesante es que en la piel 

la presencia de los neutrófilos ralentiza la pérdida de la cutícula de las larvas, lo 

cual puede ser un mecanismo de protección por parte de N. brasiliensis 



21  

(Bouchery y col., 2020). 

5. Papel de los productos de secreción-excreción de helmintos durante la 

etapa parasitaria 

Los helmintos han evolucionado para lograr habitar cada uno de los órganos por 

los que deben transitar para completar su ciclo de vida, de tal manera que es en 

esos nichos y no en otros donde llevan a cabo su desarrollo. Para ello han 

desarrollado estrategias para evadir al sistema inmunológico y al mismo tiempo 

utilizar al hospedero para su desarrollo (Bobardt y col., 2020). En este sentido, 

los ESP juegan un papel importante, ya que es mediante estos mediadores 

solubles que estos parásitos interactúan con el hospedero. Entiéndase por ESP 

a aquellas moléculas que se excretan como "residuos" o se secretan 

activamente por el parásito en el sitio de la infección, y aunque muchos estudios 

se han enfocado principalmente en las proteínas, es también conocido que 

metabolitos de diferente naturaleza son importantes en la modulación de la 

respuesta inmune, así como vesículas extracelulares (Wangchuk y col., 2019). 

Pero para los objetivos de este trabajo, estaremos solo enfocándonos en las 

proteínas. 

Diferentes estudios con los ESP de los helmintos han demostrado la capacidad 

inmunomoduladora que poseen. Los ratones inmunizados con todos los 

productos de N. brasiliensis adultos mostraron características de respuesta tipo 

2 de una infección sin la necesidad de ninguna exposición a parásitos vivos, un 

efecto que pudo ser abolido por calor o tratamiento con proteasa a las 

preparaciones de parásitos, lo que sugiere que es probable que estos efectos 

sean causados por proteínas (Holland y col., 2000). De igual manera, otro 

estudio demostró que los ESP de N. brasiliensis de la larva en el estadio L3 

indujeron una respuesta anti-inflamatoria en el pulmón, suprimiendo el 

reclutamiento de neutrófilos en el contexto de inflamación inducida por LPS, ya 

que inhibía la transcripción de genes asociados a la inflamación (Zhao y col., 

2009). Drurey y col. demostraron recientemente que los ESP de H. polygyrus 

adulto (otro parásito intestinal), pueden modificar el ambiente intestinal. En este 
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estudio observaron que los ESP pudieron bloquear los efectos de las IL-4/IL-13 

en la expresión y expansión de las células en penacho y de células caliciforme. 

Los autores demostraron que la infección por H. polygyrus regulaba 

negativamente varios genes implicados en la diferenciación celular de células 

caliciforme, células de Paneth, y células endocrinas, lo que sugiere que el 

parásito moduló varias células implicadas en la defensa contra helmintos (Drurey 

y col., 2021). 

Varias investigaciones enfocadas en la “teoría de la higiene”, la cual se basa en 

que países con alta prevalencia de infecciones de estos parásitos se 

correlacionan negativamente con la incidencia de enfermedades alérgicas y 

autoinmunes, han demostrado que los ESP de varios nematodos tienen la 

capacidad de contrarrestar alergias. Un ejemplo es los ESP de H. polygyrus, que 

probaron ser eficientes suprimiendo la inflamación alérgica en las vías aéreas 

del pulmón (McSorley y col. 2012). Este mismo efecto se observó con los ESP 

de Trichinallis spinalis (Aranzamendi y col., 2012), de los huevos Schistosoma 

japonicum (Li y col., 2023) y Trichuris suis (Ebner y col., 2014). En otro estudio, 

demostraron que los ESP de Trichinallis spinalis suprimieron la muerte celular 

programada de los neutrófilos que conllevaba a la liberación de NETs (NETosis) 

inducida por PMA, disminuyendo la producción de ROS, al mismo tiempo que 

aumento la fagocitosis de bacteria y la liberación de citocinas proinflamatorias 

(Wang y col., 2023). 

Si bien estos trabajos se han enfocado en observar el efecto global de todos los 

ESP de los gusanos sobre la respuesta inmunológica, se requiere una 

caracterización de sus componentes para profundizar en los mecanismos que 

subyacen bajo los fenómenos observados. En este sentido, estudios iniciales 

mostraron que en los ESP habían proteínas con actividades enzimáticas, como 

la actividad proteolítica, y propiedades inmunomoduladoras, como interferencia 

con el sistema del complemento (Harnett, 2014). Aunque estos tipos de 

proteínas que han sido identificadas podrían ser encontradas ubicuamente, 

la relativa abundancia y presencia de estas difieren entre las especies de 
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parásitos y las etapas del ciclo de vida (Hewitson y col., 2009). 

La llegada del análisis de las ciencias ómicas hizo posible investigar un mayor 

número de productos (Joshi y Mishra, 2021). Estudios genómicos y 

posteriormente proteómicos, agruparon a las proteínas de los ESP de los 

nematodos en diferentes grupos que contienen: proteasas, inhibidores de 

proteasa, homólogos al alérgeno de veneno, enzimas glicolíticas y lectinas, por 

mencionar algunos (Joshi y Mishra, 2021). Estos grupos de proteínas presentan 

diferentes abundancias según la especie de nematodo y el estadio larvario en el 

que se encuentre, como ya se mencionó anteriormente. Sin embargo, resulta 

interesante que al comparar el proteoma de los ESP de H.polygyrus (Moreno y 

col., 2011), N. americanus (Logan y col., 2020), N. brasiliensis (Sotillo y col., 

2014) y A. caninum (Morante y col., 2017) presenten similitud entre sus familias 

de proteínas más abundantes. De manera general la familia Sperm-coating 

protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7 (SCP-TAPS) y las metaloproteasas resultaron ser 

las de mayor presencia (Figura 4). Resulta lógico esperar altas cantidades de 

proteasas debido a la propia naturaleza del parasitismo de estos organismos, 

que deben migrar por diferentes tejidos y estas enzimas podrían actuar 

facilitando su movimiento. En el caso de la familia SCP-TAPS, no se sabe qué 

función pueden estar jugando en el parasitismo, aunque se piensa que están 

relacionadas con la regulación del sistema inmunológico, ya que se ha 

demostrado que algunas proteínas de esta familia pueden ejercer funciones 

como la inhibición de la activación receptor de los linfocitos B (Tribolet y col., 

2014), inhibición de los neutrófilos (Barnard y col., 1995) y plaquetas (Del Valle 

y col., 2003; Huang y col., 2020). En el acápite 5.2 se profundizará más sobre 

esta familia de proteínas. 
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Figura 4. Gráfico de barras que muestra las familias de proteínas (Pfam) más representadas en los 

productos de excreción/secreción de N. brasiliensis en el estadio L3 (Tomado de Sotillo y col., 2014) 

 

5.1. Proteínas en los productos de excreción- secreción y su funciones 

inmunomoduladoras 

 

Como se mencionaba anteriormente, la llegada del análisis de las ciencias 

ómicas permitió identificar los componentes de los ESP de los nematodos, lo 

cual abre una ventana de posibilidades para profundizar en los mecanismos que 

se desencadenan a nivel molecular. En este acápite se intentará ejemplificar de 

una manera general, cómo los componentes proteicos de los ESP de los 

helmintos han evolucionado para modular la respuesta inmune del hospedero en 

cada uno de los siguientes pasos: 1-el inicio de la respuesta inmune, 2-

procesamiento y presentación de antígeno, 3-respuesta adaptativa y 4-

respuesta efectora. 

Hasta este punto es lógico esperar que las moléculas parasitarias, ya sean 

secretadas o expresadas en la superficie de los gusanos, sean quienes median 

la interacción con el hospedero. Debido a que el objetivo del parásito es evadir 

las defensas del hospedero, una modulación del sistema de mayor rango sería 
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más beneficioso, y es por ello que es de esperar que sean las proteínas 

secretadas por los gusanos quienes tengan un papel importante en la 

inmunomodulación. Muchos son los trabajos que se han enfocado en tratar de 

descubrir los roles de dichas proteínas, las cuales se pueden dividir en dos 

grandes grupos: aquellos que son homólogos/químicamente similares al 

hospedero y los que no presentan ni secuencia ni homología funcional (Maizels 

y col., 2018; Abuzeid y col., 2020). 

Como ya se había comentado en el acápite 4, la respuesta inmunológica contra 

helmintos se caracteriza por una fuerte respuesta de tipo 2 que comienza con la 

liberación de alarminas por parte, principalmente, de las células epiteliales 

activadas. La IL-33 es probablemente la más importante, pues constituye una 

señal de que el tejido ha sido dañado y se sabe que es una  fuerte  inductora  

de  la  respuesta  tipo  2.  El  nematodo  intestinal Heligmosomoides 

polygyrus suprime la respuesta de IL-33 secretando dos proteínas: HpARI (del 

inglés, H. polygyrus alarmin release inhibitor) (Osbourn y col., 2017) y HpBARI 

(del inglés, H. polygyrus Binds Alarmin Receptor and Inhibits) (Vacca y col., 

2020). HpARI es una proteína que tiene un modo de acción selectivo, uniéndose 

al ADN a través de su primer dominio, mientras que el segundo y tercer dominios 

se unen a IL-33 reducida (activa) pero no a IL-33 oxidada (inactiva). La unión 

obstruye la interacción del complejo con el receptor de IL-33, ST2, mientras que 

la interacción con el ADN ancla a IL-33 dentro del núcleo de las células 

necróticas, evitando la liberación de IL-33 (Osbourn y col., 2017). En el caso de 

HpBARI, consiste en dos dominios de Proteínas de Control del Complemento 

atípicos. HpBARI se une y bloquea ST2, inhibiendo las respuestas de IL-33 en 

un modelo murino de asma (Vacca y col., 2020). Por otro lado, la producción de 

IL-33 en células epiteliales y mastocitos puede ser incrementada por señales de 

estrés o muerte celular, como es la liberación de ATP (Cecik y Linden, 2016). Se 

han identificados en algunos helmintos la presencia de apirasa, una enzima que 

es capaz de hidrolizar al ATP en AMP, reduciendo las señales inflamatorias 

(Gounaris y col., 2004; D´ara y col., 2014). 
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Simultáneamente con la activación del sistema inmune por las alarminas, otro 

proceso que tiene lugar es el procesamiento y presentación de los antígenos de 

estos parásitos. Para que este fenómeno tenga lugar, se requiere primero la 

activación de las células presentadoras de antígenos, lo que conlleva al 

reconocimiento de DAMPs y PAMPs por los receptores de reconocimientos de 

patrones (PRRs), como los receptores de tipo Toll (TLRs). Los helmintos han 

evolucionado para suprimir la señalización de estos receptores. 

Acanthocheilonema viteae es un nematodo que secreta la glicoproteína ES-62, 

la cual se ha demostrado que secuestra la proteína de señalización Myd88, lo 

cual suprime la respuesta de TLRs (excepto TLR3) y del receptor de IL-33 

(Pineda y col., 2014; Ball y col., 2018). El principio inmunomodulador de ES-62 

se basa en el grupo lateral de fosforilcolina (PC) que están presentes en N- 

glicanos (Goodridge y col., 2007). Además, se ha demostrado que las variantes 

sintéticas de PC pueden replicar numerosos efectos antiinflamatorios de la 

molécula original (Al-Riyami y col., 2013). También se ha visto que cisteín 

proteasas secretadas por los trematodos Fasciola hepatica (FhCL1) y 

Schistosoma mansoni (SmCB1) suprimen directamente la señalización de TLR 

en células mieloides interfiriendo con la inflamación impulsada por TLR in vivo, 

lo que resulta en la degradación intracelular de TLR3 y TLR4 (Donnelly y coll., 

2010). En F. hepatica también se ha encontrado una proteína 

inmunomoduladora, Fh12 (y su forma recombinante Fh15), que se unen al 

receptor CD14 del TLR4, reduciendo su expresión. Incluso, estas proteínas 

pueden suprimir la respuesta de células deficientes de CD14, lo que sugiere 

funciones inhibitorias adicionales (Martin y col., 2015). 

Ya una vez han sido activadas las células presentadoras de antígenos y los 

antígenos han sido fagocitados, comienza el procesamiento proteolítico por las 

cisteín proteasas (catepsinas lisosomales y la asparaginil endopeptidasa) para 

su posterior presentación en la superficie. Este proceso es regulado de manera 

natural por cistatinas (inhibidores de las cistein proteasas), sin embargo, los 

helmintos secretan también cistatinas que muestran la capacidad de modificar la 

respuesta del hospedero (Khatri y col., 2020). Las cistatinas filariales, incluida la 
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CPI-2 de B. malayi, también inhiben específicamente la asparaginil 

endopeptidasa, lo que permite bloquear el procesamiento de antígenos en 

células humanas (Manoury y col., 2001), mientras que la LsCistatina (de 

Litomosoides sigmodontis) reduce las respuestas proliferativas específicas de 

antígenos y óxido nítrico (Pfaff y col., 2002). En modelos de ratón, la AvCistatina 

(de A. viteae) induce la expresión de IL-10 en macrófagos, atenuando tanto la 

alergia respiratoria como la colitis (Danilowicz-Luebert y col., 2013). Además, la 

AvCistatina induce poblaciones de macrófagos reguladores PD-L1+ y PD-L2+, 

que en la transferencia adoptiva protegen contra la alergia respiratoria y la 

inflamación intestinal (Ziegler y col., 2015) y reducen las respuestas específicas 

al polen en PBMC de pacientes alérgicos (Danilowicz-Luebert y col., 2013). Otras 

cistatinas de helmintos con amplias propiedades inmunomoduladoras mejoran 

la colitis in vivo (Jang y col., 2011; Coronado y col., 2017), mientras que la 

Nippocistatina de N. brasiliensis bloquea las respuestas a la ovoalbúmina 

(Dainichi y col., 2001). 

Cuando las células presentadoras de antígenos ya fueron activadas y lograron 

presentar los antígenos parasitarios en su superficie, se comienza la inducción 

de la respuesta adaptativa del sistema inmune. En este paso, se liberan citocinas 

que van a dar paso a la generación de linfocitos B, TH2, TH9 o T reguladores. 

En los ESP de los helmintos se han encontrado proteínas que son agonistas del 

receptor del factor del crecimiento transformante-β (TGFβR) (Maizels y col., 

2018). Aquí se da un fenómeno evolutivo interesante. Si bien algunos helmintos 

presentan homólogos del TGFβ con un alto grado de conservación (Gómez-

Escobar y col., 2000; Sulaiman y col., 2016), en H. polygyrus se encontró una 

proteína que mimetiza al TGFβ que no está relacionada estructuralmente y es 

tres veces el tamaño de dicha citocina (Johnston y col., 2017). Se observó que 

esta proteína se puede unir tanto al TGFβRI y II, en comparación con el TGFβ 

mamífero que solo se une a TGFβRII (Johnston y col., 2017). La inducción de 

Tregs in vivo también se observa con PAS-1, una proteína nativa de 200 kDa 

purificada de Ascaris suum, la cual induce y expande las poblaciones de células 

Treg CD25+, que pueden suprimir las respuestas alérgicas mediante 



28  

transferencia adoptiva (de Araujo y col., 2010). Por otro lado se ha reportado una 

proteína que pueden modular negativamente a las células B, la Na-Asp-2 (del 

inglés, Necator americanus Ancylostoma-secreted protein-2) (Tribolet y col., 

2014). Se demostró que esta proteína se unía a CD79A, un componente del 

receptor de los linfocitos B, regulando negativamente la expresión de RNA 

mensajeros relacionado con la señalización y la migración transendotelial 

(Tribolet y col., 2014). 

Las células de la inmunidad adaptativa activadas y diferenciadas, comienzan a 

secretar factores que potencian y dirigen mejor la respuesta de defensa del 

hospedero. Entre sus mecanismos está el reclutar a granulocitos para que 

ejecuten sus acciones efectoras contra los parásitos. Por lo que la supervivencia 

de los gusanos depende de proteínas que puedan bloquear tanto el 

reclutamiento como la función de las células efectoras. En los ESP de 

A. caninum se ha reportado una proteína llamada factor inhibitorio de neutrófilos 

(NIF, siglas del inglés: neutrophils inhibitory factor) que posee la capacidad de 

inhibir el reclutamiento de neutrófilos (Moyle y col., 1994). Se conoce que esta 

proteína se une a la integrina CD11b/CD18 junto con fibrinógeno e impide la 

unión de los neutrófilos al endotelio vascular (Moyle y col., 1994). Schistosoma 

mansoni secreta una proteína de unión a quimiocinas (SmCKBP) que se une y 

bloquea IL-8, CCL2, CCL3, CCL5 y CX3CL1, inhibiendo la migración de 

neutrófilos (pero no de eosinófilos) y tiene actividad supresora en el modelo de 

hipersensibilidad de contacto DNFB. El bloqueo de SmCKBP in vivo resulta en 

un aumento de la neutrofilia en granulomas inducidos por huevos de S. mansoni 

(Smith y col., 2005). En contraparte, se ha observado que B. malayi secreta una 

Asparaginil-tRNA sintetasa, cuya estructura es similar a la quimiocina IL-8, y se 

une con los receptores de IL-8 CXCR1 y CXCR2, reclutando neutrófilos y 

eosinófilos (Kron y col., 2013). Este fenómeno pro-inflamatorio, también se 

observó en N. americanus, el cual secreta la proteína Na-Asp-2 que tiene la 

habilidad de reclutar a los neutrófilos in vivo e in vitro (Bower y col., 2008). Por 

otra parte, los anquilostomas humanos suprimen las respuestas de quimiocinas 

a través de la producción de metaloproteinasas que degradan la eotaxina-1 
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(CCL11), pero no IL-8 ni eotaxina-2 (CCL24), inhibiendo específicamente el 

reclutamiento de eosinófilos mediado por eotaxina (Culley y col., 2000). 

El conjunto de todas las funciones de las proteínas mencionadas en este acápite, 

demuestran cómo los helmintos se han adaptado a sus hospederos y han 

generado una amplia gama de mecanismos para evadir y manipular al sistema 

inmunológico. 

5.2. Familia de proteínas Sperm-coating protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7 

(SCP-TAPS) en helmintos 

 

Varios estudios proteómicos de los ESP de varios helmintos muestran que una 

de las familias de proteínas más representativas en las secreciones de estos 

gusanos es la SCP-TAPS (Sperm-coating protein/ Tpx-1/Ag5/PR-1/Sc7; Pfam 

no. PF00188) (Moreno y col., 2011; Sotillo y col., 2014; Morante y col., 2017; 

Logan y col., 2020). Estas proteínas pertenecen a la superfamilia de proteínas 

secretoras ricas en cisteína (CRISP), caracterizada por la presencia de un 

"dominio extracelular similar a SCP" o CAP simple o doble (InterPro: 

IPR014044). Estructuralmente, el dominio SCP o CAP consiste en un sándwich 

α-β-α en el cual la hoja β antiparalela de tres cadenas está flanqueada por tres 

hélices en un lado y una cuarta hélice en el otro. Estas tres capas apiladas están 

mantenidas juntas en las interfaces por un núcleo hidrofóbico, y con la excepción 

de GAPR-1 (Gibbs y col., 2008), el plegamiento del dominio central incluye tres 

enlaces disulfuro conservados (Osman y col., 2012). La familia SCP/TAPS 

incluye glicoproteínas que recubren el esperma de mamíferos, también proteínas 

asociadas a la patogenia del glioma, al veneno de lagarto bloqueador de los 

receptores de rianodina, al veneno de himenópteros familia de antígenos 5/3, a 

proteínas relacionadas con la patogenia vegetal y proteínas fúngicas de hifas 

(Cantacessi y col., 2009). En la literatura también se pueden encontrar con 

diferentes nomenclatura: ASP (del inglés, Ancylostoma-secreted protein), VAL 

(del inglés, Venom Allergen-like), VAH (del inglés, Venom Allergen-Homologue). 

Aunque en varios artículos, donde analizan el genoma o el proteoma de estos 
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nematodos, se especula que esta familia juega un papel importante en la 

interacción parásito-hospedero, se sabe bien poco de su rol fisiológico 

(Cantacessi y col., 2009). Varias funciones han sido relacionadas con estas 

proteínas: inmunomodulación durante la invasión del helminto en el hospedero, 

la migración a través de los tejidos, fijación a la pared intestinal y alimentación 

de sangre (Cantacessi y col., 2012). 

La primera proteína de esta familia que fue aislada de nematodos fue NIF, la 

cual es secretada por el Ancylostoma caninum en el estadio L3 (Moyle y col., 

1994). Se demostró que NIF juega un rol inmunomodulatorio bloqueando la 

adhesión de los neutrófilos activados a las células del endotelio vascular y la 

subsecuente liberación de peróxido de hidrógeno desde los neutrófilos activados 

(Moyle y col., 1994). Un estudio enfocado a profundizar en este fenómeno 

demostró que NIF tiene la capacidad de unirse selectivamente al dominio A de 

la integrina β2 CR3 (Riue y col., 1994), propiedad que se exploró en la migración 

transendotelial de eosinófilos, observándose la inhibición in vitro, lo cual además 

se correspondió con la supresión de la respuesta inflamatoria alérgica inducida 

por OVA en el pulmón (Schnyder-Candrian y col, 2012). 

Otro miembro de esta superfamilia es el inhibidor de plaquetas de anquilostoma 

(Ac-HPI, siglas del inglés). Esta proteína también es secretada por el A. caninum 

y se identificó como un inhibidor de activación plaquetaria que actúa a través del 

bloqueo de la integrina receptora de fibrinógeno αIIbβ3 y la integrina receptora 

de colágeno α2β1 (Chadderdon y Cappello, 1999; Del Valle y col., 2003). Huang 

y col., (2020), identificaron un homólogo en el A. ceylanicum, Ace-HPI, el cual 

presentó un 91% de homología con Ac-HPI. La proteína recombinante fue 

expresada en E. coli y mostró buena reactividad con el suero positivo de perros 

infectados con A. ceylanicum. La inmunolocalización indicó que Ace-HPI se 

encontraba en el esófago y las glándulas cefálicas del adulto. Además, la Ace-

HPI recombinante inhibió la agregación plaquetaria in vitro (Huang y col., 2020). 

Otra proteína estudiada dentro de esta familia es la Sm-Val-9, la cual es 

expresada por S. mansoni. Se demostró que la Sm-Val-9 recombinante participa 
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en la reorganización de tejidos y la remodelación de la matriz extracelular, lo cual 

afecta la expresión de productos génicos de metaloproteinasa de matriz 

remodeladora (MMP) y los inhibidores tisulares de metaloproteinasa (TIMP) en 

cultivos in vitro (Yoshino y col., 2014). 

La Na-Asp-2 es una proteína perteneciente a esta familia expresada por N. 

americanus en el estadio larvario L3, cuya estructura tridimensional se asemeja 

a las quimiocinas CC (Asojo y col., 2005). Se ha reportado que esta proteína 

induce migración y acumulación de neutrófilos y monocitos en tejidos, una 

actividad potencialmente pro-inflamatoria que podría ayudar a la migración de la 

larva a través del incremento de la permeabilidad del tejido (Bower y col., 2008). 

Esta proteína, como ya sa había mencionado en el acápite anterior, también se 

une a las células B humanas vía CD79A, regulando negativamente lyn, PI3K y 

la señalización del receptor de las células B (Tribolet y col., 2014). 

Por otro lado, recientemente ha aumentado el estudio de proteínas de esta 

familia como proteínas de unión a lípidos (Wilbers y col., 2018). En este sentido, 

se ha observado que en el dominio CAP hay bolsillos que unen a lípidos, tales 

como leucotrienos, esteroles y fosfolípidos cargados negativamente. Las 

proteínas de levaduras (relacionada con patógenos de levadura [Pry1] y Pry2) 

se unen a esteroles y ácidos grasos en dos sitios distintos de unión a lípidos 

(Choudhary y col., 2012; Darwiche y col., 2017). Estos dos bolsillos de unión a 

lípidos bien definidos son un bucle flexible que se une a esteroles (llamado bucle 

del motivo de unión a caveolina [CBM]) y un canal hidrofóbico, que está formado 

por dos hélices alfas paralelas, la llamada cavidad de unión a palmitato. Además, 

se demostró que la cavidad de unión a palmitato de tablysin-15 de la saliva de 

la mosca de los caballos Tabanus yao se une a leucotrienos y, de ese modo, 

inhibe sus efectos proinflamatorios (Xu y col., 2012).  

6. Estrategias para enfrentar la infección de anquilostomas 

 
Con el fin de disminuir estas infecciones helmínticas por parte de la Organización 

Mundial de la Salud (OMS), varias han sido las estrategias que se han seguido. 
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Una primera medida fue la Campaña de Calzado (Footwear Campaign), cuya 

intención era establecer una barrera física que previniera la penetración de las 

larvas de estos gusanos (Hotez, 2013). Lamentablemente, la infección de estos 

anquilostomas puede ocurrir a través de cualquier superficie expuesta de la piel, 

y por otra parte, el A. duodenale puede infectar también por via oral (Hotez, 

2013). Una segunda medida fue el programa WASH (del inglés, Water, 

Sanitation and Hygiene program), el cual pretendía controlar las infecciones con 

un mejor saneamiento de las áreas (Hurlimann y col., 2018). Las principales 

limitaciones de este programa es que es caro de implementar y requiere de un 

tiempo prolongado para poder observar su efecto. Una tercera medida fue el 

uso de quimioterapéuticos preventivos, es decir, la administración de un fármaco 

que eliminara los gusanos (Hotez, 2013). Los cuatros medicamentos usados 

por la OMS son el albendazol, mebendazol, levamisol o pamoato de pirantel. Las 

dificultades enfrentadas en el uso de estos fármacos es que mostraban una 

eficiencia variable en regímenes de una sola dosis, además, no se lograba 

prevenir una segunda reinfección e induce resistencia de estos gusanos a los 

fármacos (Hotez, 2013). Una manera de optimizar estas medidas fue 

integrándolas: al realizar saneamiento de las áreas y administrar de manera 

masiva los fármacos mencionados se observó un control más efectivo de la 

infección por anquilostomas, no obstante, esta estrategia ha sido relativamente 

poco estudiada (Haldeman y col., 2020). 

Una cuarta medida ha sido el desarrollo de vacunas contra los helmintos. 

Actualmente no existe una vacuna antihelmíntica para humanos, y esto se debe 

a varios factores: 1- al complejo ciclo de vida que presentan estos parásitos; 2- 

en las zonas de mayor prevalencia de estas infecciones, los individuos 

desarrollan altos títulos de IgE contra antígenos específicos de estos gusanos, 

lo cual pone en riesgo la seguridad de las vacunas; y 3- al poco conocimiento 

que se tiene sobre las funciones llevadas a cabo por las moléculas derivadas de 

estos organismos (Wong y col., 2022). 

Varios han sido los esfuerzos por desarrollar una  vacuna contra los 
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anquilostomas. Un candidato inicial fue la proteína Na-Asp-2 la cual se secreta 

durante el estadio larvario infectivo de N. americanus. La inmunización con 

esta proteína demostró ser inmunogénica, pero en un estudio con individuos 

provenientes de una región de Brasil que presenta alta incidencia de este tipo de 

infección, se encontró que esta molécula inducía la una respuesta mediada por 

IgE en aquellas personas que habían estado expuestas previamente al 

gusano, lo que generó efectos adversos, siendo la urticaria el más notorio de 

ellos (Diemert y col., 2012). Un segundo acercamiento al desarrollo de una 

vacuna fueron dos enzimas recombinantes involucradas con la alimentación 

por sangre y la desintoxicación: la proteasa aspártica que degrada la 

hemoglobina,  Na-APR-1 (siglas  del  inglés)  y  la glutatión-S-transferasa 

hemodetoxificante, Na-GST-1 (siglas del inglés). Ambas vacunas se han 

probado de manera independiente en ensayos de seguridad de fase 1a 

([https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01717950](https://clinicaltrials.gov/ct2/sho

w/NCT01717950)) (Diemert y col., 2017), y más recientemente en una región 

endémica de N. americanus en Gabón, como una combinación de vacunas 

coadministradas con alhydrogel como adyuvante (Adegnika y col., 2021). Se 

demostró que ambas vacunas son inmunogénicas y seguras, y ahora esperan 

pruebas de eficacia utilizando el modelo de infección controlada por 

anquilostomas. Tanto Na-APR-1 como Na-GST-1 se expresan en el intestino del 

parásito en su etapa adulta. Además, estos antígenos de anquilostomas 

adultos parecen evitar los problemas anteriores relacionados con la inducción de 

respuestas alérgicas. En general, los enfoques de selección de antígenos para 

vacunas contra helmintos y otros parásitos intestinales transmitidos por el suelo 

(STH) ahora tienen criterios rigurosos para descartar proteínas que provocan 

respuestas de IgE en individuos infectados (Diemert y col., 2018). 
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Tabla 1 Resumen de los candidates vacunales que se encuntran en fase clínica (Tomado de Puchner y col., 2023) 

 

Otras propuestas de vacunas se basan en la inmunización con gusanos 

atenuados. En este sentido Chapman y col., (2022), en un reciente ensayo 

clínico de fase 1, vacunaron voluntarios sanos con larvas de N. americanus 

tratadas con UV y demostró ser segura y bien tolerada, al tiempo que indujo 

respuestas inmunitarias humorales y celulares sustanciales. El reto con larvas 

vivas resultó en un número significativamente menor de larvas en los 

participantes vacunados en comparación con los no vacunados (Chapman y col., 

2022). 

 Antecedentes 
El trabajo de Bouchery y col., (2020), se enfocó en desentrañar la interacción 

neutrófilos-N. brasiliensis en la piel: concluyendo que los primeros atacaban a 

los gusanos liberando NETs, mientras estos últimos, en modo de defensa, 

secretaban una DNasa para cortar al ADN de la trampa extracelular. En este 

estudio, se demostró que alrededor de 6 horas post-infección, había una 

infiltración de neutrófilos en la piel que rodeaban a los gusanos. Adicionalmente, 

observaron que los ESP de la larva infectiva (L3) era capaz por si sola de atraer 



35  

a los neutrófilos por quimiotaxis (Bouchery y col., 2020), indicando que uno o 

varios de sus componentes tenían la capacidad de comportarse como 

quimiocina. 

Por otro lado, Bower y col., (2008) reportaron que la proteína Na-Asp-2, una 

SCP-TAPS secretada por N. americanus en el estadio L3, era capaz de reclutar 

neutrófilos y monocitos in vivo. Además, mostraron in vitro que este 

reclutamiento se debía a que esta proteína se comportaba como una quimiocina, 

y no como una proteína pro-inflamatoria, lo cual era respaldado con su 

estructura determinada por cristalografía de rayos-X, donde se observó que era 

similar a las quimiocinas CC (Asojo y col., 2005; Bower y col., 2008). 

En nuestro grupo, con el objetivo de estudiar las rutas moleculares de interacción 

entre N. brasiliensis y Mus musculus, se realizó la secuenciación de RNA 

Figura 5. Análisis de los datos transcriptómicos. A. Estrategia experimental seguida para obtener las muestras de RNA en 

cada uno de los estadios de N. brasiliensis. B. Expresión diferencial de genes al comparar los datos transciptómicos entre 

estadios. II: Cuadrante correspondiente a los genes más expresados en los estadios L3 y L5 con respecto a L4; II: Los 

genes más expresados en L5; III: los genes más expresados en L3 y IV: los genes más expresados en L4. 
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(mediante RNA-seq, Illumina) del gusano en cada uno de sus estadios, a partir 

de muestras de tejidos infectados. Para ello se infectaron ratones con 600 

gusanos cada uno y se tomaron muestra de la piel al cabo de una hora (para 

asegurar la toma de gusanos en estadio L3 en dicho tejido), del pulmón al cabo 

de dos días (para asegurar la toma de gusanos en estadio L4 en dicho tejido) y 

del duodeno-yeyuno a los 5 días (para asegurar la toma de gusanos en estadio 

L5 en dicho tejido). Con los datos transcriptómicos obtenidos se realizó un 

estudio de los genes diferencialmente expresados y se tomaron los veintes 

transcritos más expresados en cada estadio de N. brasiliensis (Figura 5). A partir 

de estos datos de la secuenciación del RNA del gusano y teniendo en cuenta los 

dos trabajos mencionados, nos preguntamos: 

¿Habrá en los ESP de N. brasiliensis una proteína de la familia SCP-TAPS 

similar a Na-Asp-2 encargada del reclutamiento de granulocitos y/o monocitos? 

Hipótesis: 

 
Una proteína de la familia SCP-TAPS presente en los productos de secreción- 

excreción en la etapa infectiva de Nippostrongylus brasiliensis recluta 

granulocitos y/o monocitos en Mus Musculus 

Objetivo general: 

 
Identificar un candidato a partir de los datos transcriptómicos y determinar si es 

capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos y evaluar su capacidad protectora. 

Objetivos específicos: 

 

- Identificar un candidato mediante herramientas bioinformáticas 

- Obtener la proteína seleccionada mediante el sistema de expresión de Baculovirus 

- Evaluar si es capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos in vivo 

- Evaluar si es capaz de inducir una respuesta protectora contra N. brasiliensis 
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 Materiales y Métodos 
 

1. Ciclo de vida de Nippostrongylus brasiliensis 

 

Las larvas infectivas de estadio L3 de N. brasiliensis se recuperaron de heces 

mediante filtración en un aparato de Baermann con solución salina tamponada 

con fosfato (PBS) a 37°C a través de papel de filtro durante 90-120 minutos. 

Se inyectaron subcutáneamente 3000 larvas infectivas en PBS en ratas macho 

Wistar de 200g. Las ratas fueron sacrificadas por asfixia con isofluorano 

(FlurisoTM,VETONE®) 7 días después de la infección y se extrajeron sus 

intestinos delgados y ciegos. Las heces, que contenían los huevos del parásito, 

fueron recolectadas, se convirtieron en una pasta y se mezclaron con carbón 

activado (MARILAND®). Esta mezcla se colocó en placas de Petri y se dejaron 

incubando a 28°C durante al menos 5 días, cuando ya eran visibles las larvas 

eclosionadas, y se podía comenzar el ciclo. 

2. Infección de ratones y recuperación de gusanos 

 
Para obtener los gusanos en el estadio adulto (L5), se inyectaron por vía 

subcutánea ratones C57BL/6 con 600 larvas en estadio infectivo (L3) de N. 

brasiliensis. A los 7 días post-infección, se extrajo el intestino delgado, al cual se 

le realizo un corte longitudinal y se incubó en PBS a 37°C por más de 2 horas 

en coladeras para que separara los gusanos. Luego estos gusanos fueron 

aislados de los restos de intestino y heces, con ayuda de un microscopio óptico. 

3. Obtención de los productos de excreción-secreción de N. brasiliensis en 

diferentes estadios 

 
Para obtener los ESP de los gusanos en el estadio L3, se aislaron los gusanos 

del carbón activado mediante aparato de Baermann y se lavaron 5 veces con 

15-20 ml de solución de lavado 1 (NES Wash 1: PBS con Gentamicina 

(0.2mg/mL) (SON’S) y Penicilina-Estreptomicina (GIBCO)) y luego 3 veces con 
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15-20 ml de una solución de lavado 2 (NES Wash 2: RPMI 1640 (Sciencell) con 

Gentamicina (0.2mg/mL)(GIBCO) y Penicilina- Estreptomicina). Se contaron los 

gusanos con ayuda de un microscopio óptico y se cultivaron a 37°C en una 

solución de cultivo (NES culturing solution: RPMI con gentamicina (0.1mg/mL), 

penicilina-streptomicina, glutamina y glucosa 1% (SIGMA)) a una concentración 

de 10000 gusanos L3/mL. 

Para obtener los ESP de los gusanos en el estadio adulto (L5), una vez aislados 

como se mencionó en el acápite 2, se lavaron siguiendo los mismos pasos que 

para el estadio L3, pero se cultivaron a una concentración de 100 gusanos 

L5/mL. 

En ambos caso se tomó el sobrenadante cada 2 días durante una semana y 

luego se conservó a -20°C hasta su uso. Se midió la concentración por el método 

colorimétrico de Lowry. 

4. Técnicas moleculares 

4.1. Determinación de la concentración de proteína 

 
Para determinar la concentración proteica se utilizó el ensayo colorimétrico de 

Lowry, siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Rad). Para preparar la 

curva de calibración se utilizó un rango de concentración de 0.0125mg/mL a 

2mg/mL de Seroalbumina bovina (BSA) y la absorbancia fue leída a 750nm. 

4.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio 

(SDS-PAGE) 

 

Las proteínas fueron separadas mediante electroforesis en SDS-PAGE bajo 

condiciones estándar de la siguiente manera: SDS-PAGE al 12% - Gel de 

resolución: mezcla de acrilamida al 12% (p/v), 0.4 M de Tris base, pH 8.8, 

0.1% de persulfato de amonio, 0.1% (v/v) de N,N,N',N'-Tetrametiletile-nediamina 

(TEMED) y 0.1% (p/v) de SDS. Gel de concentración: mezcla de acrilamida al 

5% (p/v), Tris pH 6.8, 0.1% de persulfato de amonio, 0.04% (v/v) de TEMED y 

0.1% (p/v) de SDS. Las muestras de proteínas se hirvieron durante 5 minutos en 
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un tampón de carga SDS (0.1 M de sacarosa, 3% (p/v) de SDS, 62.5 mM de Tris 

base, pH 6.9, 2 mM de Na2EDTA, 0.05% (v/v) de β-mercaptoetanol, 0.0025% 

(v/v) de azul de bromofenol) y se cargaron en el gel. Las muestras se separaron 

en un tampón de corrida SDS-PAGE (MES) a una voltaje constante de 100 V y 

temperatura ambiente utilizando una cámara de electroforesis mini- PROTEAN 

Tetra (Bio-Rad), hasta que el frente del tinte alcanzó la parte inferior del gel. 

Después de la electroforesis, las proteínas se visualizaron ya sea tiñendo con 

plata o transfiriéndolas a membranas de nitrocelulosa. 

4.3. Tinción de Plata 

 
Se incubó el gel con la solución de fijación (50% metanol, 12% ácido acético, 

0.02% de formaldehído) en agitación suave durante al menos 60 minutos. Se 

lavó el gel con etanol al 50% varias veces durante unos 10 minutos. 

Posteriormente, se incubó un minuto con tiosulfato de sodio (0.2 mg/mL) y se 

lavó con abundante agua destilada. Luego se equilibró el gel con nitrato de plata 

(2mg/mL, 0.03% de Formaldehído) durante 45-60min. Se lavó el gel con agua 

destilada varias veces durante unos minutos y se agregó la solución reveladora 

(carbonato de sodio 60 mg/mL, tiosulfato de sodio 0,0004 mg/mL) y agitó 

suavemente hasta que aparecieron las bandas. Para detener la reacción se 

añadió la solución de paro (Ácido acético 50%). 

4.4. Western Blot 

 
Las muestras de proteínas fueron separadas mediante SDS-PAGE al 10% (Bio-

Rad), según se describió anteriormente (acápite 5), y luego transferidas a una 

membrana de nitrocelulosa utilizando una celda de transferencia electroforética 

(Bio-Rad). Antes de la transferencia, las membranas, los geles de poliacrilamida 

y otros componentes de transferencia fueron equilibrados en un tampón de 

transferencia (25 mM de Tris base, 192 mM de glicina y 20% (v/v) de metanol). 

La transferencia electroforética de proteínas se llevó a cabo durante 90 minutos 

a una corriente constante de 400 mA en un tampón de transferencia en hielo. 

Después de la transferencia, las membranas fueron incubadas en un tampón de 
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bloqueo (TBS con 2.5% de leche descremada) durante 1 hora a temperatura 

ambiente. Luego, se incubaron las membranas con el anticuerpo primario (anti-

polyHistidina, Invitrogen, PA1.983B) en TBS con 2.5% de leche en polvo y 0.1% 

de Tween 20 durante la noche a 4°C. Se utilizó el anticuerpo de conejo anti-

HisTag a una dilución de 1:1000. Después de tres lavados de 10 minutos con 

0.1% de Tween 20 en TBS a temperatura ambiente, las membranas fueron 

incubadas posteriormente con un anticuerpo secundario anti-conejo (anti-rabbit, 

ThermoFisher, dilución 1:10000) conjugado con peroxidasa de rábano (HRP) 

durante 1 hora a temperatura ambiente. Las membranas fueron lavadas tres 

veces durante 10 minutos con 0.1% de Tween 

20 en TBS. Los anticuerpos fueron visualizados mediante Western Blot 

Chemiluminescence HRP Substrate (Takara). 

4.5. Extracción de ARN de Nippostrongylus brasiliensis 

Se homogenizaron entre 18000-20000 larvas L3 de N. brasiliensis en 200 µl de 

TRIzol (Ambion). Después de centrifugar a 12.000 g durante 2 min para eliminar 

los residuos, se añadieron 100 µl de cloroformo (IBI SCIENTIFIC) al 

sobrenadante. Después de la incubación a temperatura ambiente durante 15 

min, las muestras se centrifugaron a 12.000 g durante 10 min a 4°C. La fase 

acuosa superior se transfirió a un tubo nuevo que contenía 2 µl de glicógeno 

(Invitrogen). Se añadieron 250µl de isopropanol (SIGMA-ALDRICH). Se dejó 

precipitar a temperatura ambiente y se centrifugó a 12 000 g por 10 min. Se lavó 

el pellet con 500µl de etanol/DEPC al 75%. Se centrifugó a 12 000 g durante 10 

min y se dejó secar el pellet durante 10 min. El pellet se resuspendió 

en 20 µl de agua MilliQ. Luego se determinó la concentración por Nanodrop. 

4.6. Reacción en Cadena de la Polimerasa de Transcripción Inversa (RT-

PCR) 

 

Para obtener los ADN complementarios (cDNA) se realizó la reacción de 

transcripción inversa siguiendo las instrucciones del kit de la SuperScripttm II RT 

(Invitrogen). Brevemente, 1 µg de ARN total se mezcló con 1 µl de cebador oligo-
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dT (500µg/mL), 1 µl de dNTP MIX (10mM cada dNTP) y se enrasó hasta 13 µl 

con agua destilada. La mezcla se calentó a 65°C durante 5 minutos y luego se 

enfrió rapidamente en hielo. Se añadieron a continuación los siguientes 

componentes: 4 µl de tampón de reacción (5x First Strand Tampón), 2 µl de 

ditiotreitol (0.1M). Esta mezcla se incubó 2 min a 420C. Posteriormente, se 

añadió la SuperScript II RT (0.2 µl, 50 unidades). La muestra se incubó durante 

1 hora a 42°C y se inactivó a 700C por 15 minutos. 

4.7. Reacción en Cadena de la Polimerasa 

 
Las PCR, se llevaron a cabo en un volumen final de 10 µl que contenía 2.5 U de 

la Taq polimerasa de ADN (Invitrogen), 1x tampón PCR, 0.25 mM de cada dATP, 

dTTP, dCTP y dGTP, y 10 µmoles de cada cebador, así como la cantidad 

indicada de ADN molde. Las reacciones de amplificación se realizaron de la 

siguiente manera: 

Para la amplificación del cDNA de SCP-2, checar su clonación e inserción al 

bácmido (genoma del Baculovirus): 

(1) 95°C durante 3 minutos 
 

(2) 95°C durante 30 segundos 
 

(3) 58°C durante 1 minuto  
 

(4) 72°C durante 1 minuto. Repetir los pasos (2) al (4) durante 35 ciclos 
 

(5) 72°C durante 5 minutos 

                   

                   Para linearizar el vector pFastBac Dual: 

 

(1) 95°C durante 3 minutos 

 

(2) 95°C durante 30 segundos 

 

(3) 60°C durante 7 minutos  

(4) 72°C durante 1 minuto. Repetir los pasos (2) al (4) durante 35 ciclos 
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(5) 72°C durante 5 minutos 

5. Expresión y purificación de proteína recombinante en sistema de 

expresión de Baculovirus 

5.1. Clonación 

 
El gen de interés se insertó en el vector pFastBacDual mediante la tecnología de 

In-Fusion. Brevemente, se amplificó el gen de interés a partir de cDNA obtenido 

de N. brasiliensis en el estadio L3 y se linearizó mediante PCR el vector 

pFastBacDual (acápite 10). Los cebadores utilizados se diseñaron de manera 

que los extremos de los amplicones del gen de interés y del vector fueran 

complementarios. Se purificaron los amplicones obtenidos a partir del gel de 

agarosa y fueron incubados con una exonucleasa 3`-5` para generar extremos 

cohesivos y luego se transformaron E. coli DH5α con este plásmido. A las 

colonias seleccionadas se les realizó una PCR con cebador específico por el 

gen de interés (Nb-SCP-2 forward) y otro por el vector (SV40 reverse) para 

checar la inserción del gen. También para comprobar esta inserción se realizó 

una incubación con enzimas de restricción (HindIII y BamHI) cuyos sitios de 

restricción flanqueaban el gen insertado. El plásmido fue purificado mediante 

MiniPrep. 

5.2. Obtención del cósmido de Baculovirus y transfección de las 

células de insectos Sf9 

 

A partir del plásmido clonado, se transformó la cepa de E. coli DH10Bac, las 

cuales esta modificadas genéticamente para que inserten el gen de interés en el 

genoma del Baculovirus (bácmido). A las colonias seleccionadas se les 

comprobó la inserción del gen de interés en el cósmido mediante PCR, utilizando 

un cebador específico del inserto (Nb-SCP-2 forward) y otro del cósmido (M13 

reverse). 

A partir del cósmido purificado, se lipotransfectaron células de insecto SF9. 

Brevemente, se diluyó el cósmido en un volumen de medio de cultivo sin suero 

según las recomendaciones del fabricante del agente de transfección lipídica 
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(Cellfectin). Se mezcló el ADN diluido con el agente de transfección lipídica en 

un tubo de microcentrífuga y se incubó durante 15-30 minutos a temperatura 

ambiente para formar el complejo lipofectante. Las células SF9 se lavaron con 

PBS y se resuspendieron en medio de cultivo sin suero para obtener una 

densidad celular de aproximadamente 1 x 106 células/mL. El complejo 

lipofectante se añadió a las células y se mezcló suavemente. Se incubaron a 

27°C durante 4-6 horas para permitir la transfección. Después del período de 

incubación, se agregó suero fetal bovino para alcanzar una concentración final 

del 10% y continuó incubando durante un período adicional de 48 a 72 horas, 

hasta que algunas células fluorescieron ya que el cósmido poseía el gen de la 

proteína verde fluorescente (GFP, singlas del inlgés). 

5.3. Expresión de la proteína recombinante en células de insectos 

 
A partir del sobrenadante de las células transfectadas, donde se encuentran los 

nuevos Baculovirus formados, se infectaron nuevas células Sf9 o Hi-5 en una 

relación de 10-12 µL de Baculovirus por cada 100 mL de células SF9 o Hi- 

5. Se dejó este cultivo 72 horas a 280C en agitación y luego se centrifugó 3000g, 

10 min, para colectar las células. El pellet se conservó a -70oC hasta su uso. 

5.4. Purificación de la proteína recombinante 

 
Partiendo del pellet de células Sf9 o Hi-5, se lisaron dichas células con tampón 

de lisis (50mM de NaH2PO4, 300mM NaCl, 10mM Imidazol, 1% de NP-40, pH=8) 

en una relación 4mL por cada 20 x 106 células, en una incubación de 10 minutos 

en hielo. Se centrifugó 3000g, 10 minutos y se conservó el sobrenadante. 

Posteriormente, 10 mL del sobrenadante se dejó fluir a gravedad por 5ml de 

una columna de Ni-NTA (Qiagen). Se lavó la columna con 20 mL de la solución 

de lavado (50 mM de NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, pH=8) y se eluyó 

en 5 volúmenes de 5mL con la solución de elución (50 mM de NaH2PO4, 300 

mM NaCl, 120 mM Imidazol, pH=8). Luego se cambió el tampón donde se 

encontraba la elución mediante diálisis (membrana de 6-8 kDa) a tampón de 

fostato (20 mM NaH2PO4 y Na2HPO4, pH=7). Luego toda la solución dializada 
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se dejó fluir a gravedad en una columna de 1.5mL Carboximetil celulosa (Protein-

PakTM CM 15HR). Se lavó con 5 volúmenes de columna con el tampón de 

lavado (tampón de fosfato pero con 350mM de NaCl) y se eluyó con 5 volúmenes 

de columnas con tampón de elución (tampón de fosfato pero con 420 mM de 

NaCl) 

6. Ensayo de inflamación Bolsa de Aire (Air Pouch) 

 
Para evaluar in vivo si la proteína Nb-SCP-2 poseía la capacidad de reclutar 

leucocitos se utilizó el ensayo de Bolsa de Aire (Lu y col., 2020). Brevemente, 

en el día 0 se anestesian completamente los ratones con 30% de isofluorano 

(diluido en propilenglicol). Mantener anestesiado al ratón durante el 

procedimiento, introduciendo la cabeza en un Tubo Falcon de 50 mL 

conteniendo algodón con la solución de isofluorano 30%. Usando un filtro de 

0.22 µm conectado a una jeringa de 5 mL se obtiene un volumen de 3 mL de aire 

esterilizado y se administra subcutáneamente el aire esterilizado utilizando una 

aguja de 27 G x 13mm. En el día 4, se inyecta 3 mL adicionales de aire 

esterilizado en el bolsillo de aire previamente establecido para mantener la bolsa 

de aire como se describió. En el día 7 se inyecta diferentes tratamientos (100 µg 

de Nb-SCP-2 y 300 µg de lisado de células insecto Hi-5) en la bolsa de aire: se 

inyecta 1 mL de PBS al grupo control negativo y 1 mL de LPS a 1 µg/mL al grupo 

control positivo para inducir la inflamación local. Después de 6 horas post-

tratamiento, se anestesian completamente los ratones con 30% de isofluorano. 

Para cada bolsa de aire, se lava con 1 mL de tampón de lavado (PBS) y se 

recoge el exudado inflamatorio en un tubo de centrifugación de 15 mL. Se vuelve 

a lavar la bolsa de aire con 2 mL de tampón de lavado (PBS) 2 veces y se 

recupera el exudado inflamatorio en el mismo tubo de centrifugación. Se 

centrifuga a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se descarta el 

sobrenadante y resuspenden las células en 0.5 mL de tampón de lavado (PBS). 

A partir de esta suspensión, se realiza el conteo celular y se analizaron diferentes 

poblaciones celulares por citometría de flujo, usando los anticuerpos de la Tabla 

1: Zombie, CD11b, CD45, Siglec-F, F4/80, Ly6G, CD3, CD4, CD8. 
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Tabla 2 Lista de anticuerpos usados en citometría de flujo 
 

Anticuerpo Fluorocromo Clon 

Zombie Aqua - - 

Anti-CD11b PB M1/70 

Anti-CD45.2 PE-Dazzle 104 

Anti-Siglec-F PE E50-2440 

Anti-F4/80 PE-Cy7 BM8 

Anti-Ly6G APC 1A8 

Anti-CD3 FITC UCHT1 

Anti-CD4 PE-Cy5 GK1.5 

7. Inmunización de ratones con la proteína recombinante y reto con N. 

brasiliensis 

Para evaluar si la proteína Nb-SCP-2 podía generar una respuesta inmune de 

memoria contra N. brasiliensis, se inmunizaron ratones Balb/C hembras de 6-8 

semanas con 25 µg de Nb-SCP-2 y adyuvante Alúmina en una relación 1:1, por 

vía subcutánea. Se inmunizaron 3 veces cada dos semanas y se les extrajo 

sangre: preinmune y después de cada inmunización. A los 14 días después 

de la tercera inmunización se retaron los ratones con 600 N. brasiliensis y a los 

7 días se contaron los gusanos en el intestino delgado. 

8. Ensayo por Inmunoabsorción Ligado a Enzimas (ELISA) indirecto 

Para  determinar  los  anticuerpos  IgG  específicos a NB-SCP-2,  los sueros  fueron  

evaluados  por  ELISA  indirecta. Microplacas  de  96  pozos  fueron  tapizadas con 

50 μL de Nb-SCP-2 a una concentración de 1 μg mL−1 en 0.1 M de solución 

amortiguadora de bicarbonato de sodio (pH 9.2) a 4 °C durante toda la noche. Las 

microplacas se lavaron 5 veces con 200 μL de PBS con 0.2% Tritón X-100, se 

bloquearon posteriormente con 300 μL  por  pozo  de  PBS-Tritón  +  5%  de  leche  

sin  grasa  por  1  h  a  37  °C.  Se  repitieron  los lavados y se colocó en cada pozo 

50 μL de cada uno de los sueros de ratón diluidos 1:25 en  solución  de  bloqueo, 

se incubaron las placas 1 h a 37 °C. Nuevamentese realizaron 5 lavados  y  fueron  
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agregados  50  μL  de  anticuerpo  secundario  anti-IgG  de  ratón  (Sigma-Aldrich,  

USA)  a  una  dilución  1:2000 conjugado  con  HRP. Colocado el anticuerpo 

secundario se incubaron 1 h a 37 °C. 5 lavados más se realizaron y se  agregó  50  

μL  a  cada  pozo  del  sustrato  3,3’,5,5’-Tetrametilbencidina  (TMB)  y  se incubaron  

a  temperatura ambiente  por  20  min.  Para  detener  la  reacción  se agregaron  

50  μL  de  una  solución 0.16 M de ácido sulfúrico. Finalmente, para hacer la 

lectura de las placas se utilizó el equipo multiskan FC 3.1 (Thermo Fisher, USA) 

con un filtro de 450 nm.  

9. Bioinformática 

Los alineamientos múltiples se realizaron mediante ESPript 3.0 o ENDscript 2.0 

(Gouet y col., 2003; Robert y Gouet, 2014). Las comparaciones entre secuencias 

se realizó usando BLAST. Las estructuras tridimensionales fueron predichas 

usando AlphaFold 2.0. Colab. Las visualizaciones se realizaron mediante 

PymolTM 1.7.x. 

10. Estadística 

Los datos fueron analizados y graficados utilizando ANOVA de una vía o T de 

Student, según se indique, en GraphPad Prism 8.0.1. 

 

NOTA: En la figura 26  (Anexo), se muestra un esquema de las diferentes fases del trabajo experimental.
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 Resultados 
1. Identificación de un candidato a partir de los datos transcriptómicos 

Los anquilostomas son parásitos que migran por diferentes tejidos y en cada uno 

de ellos establecen una interacción con el hospedero, donde solo en esos nichos y 

no en otro lugar llevan a cabo su desarrollo (Loukas y col., 2016; Hodda y col., 

2022b). En el caso de N. brasiliensis, los tejidos por los que migra son la piel (donde 

es L3), el pulmón (donde se convierte en larva L4) y el intestino delgado (donde 

termina su desarrollo como larva L5 o adulto) (Serrano-Pinto y Licona-Limón., 2017); 

y en cada uno de estos tejidos el gusano debe adaptarse para poder realizar la 

infección. Esto conlleva a que en cada uno de estos contextos modifiquen sus ESP, 

modificando su transcriptoma dependiendo del estadio larvario (Logan y col., 2020). 

Bouchery y col, demostraron que los ESP del estadio L3 tienen la capacidad de 

reclutar neutrófilos de una manera quimiotáctica (Bouchery y col., 2020). Con el 

objetivo de identificar un candidato capaz de reclutar granulocitos y/o monocitos, 

nos propusimos a partir de datos obtenidos de secuenciación de RNA del gusano 

en cada uno de sus estadios de desarrollo (las condiciones para obtener estos datos 

se muestran en la Figura 4), analizar los 20 genes más expresados por cada 

estadio. En las Tablas 3, 4 y 5 se muestran estos genes y sus respectivas proteínas 

(usando la base de datos WormBase ParaSite) para los estadios L3 (piel), L4 

(pulmón) y L5 (intestino), respectivamente. 

En la Tabla 3 se pueden observar los 20 genes más expresados en el estadio 

infectivo L3. De estos, 9 no se pudieron relacionar con ningún tipo de proteína, y 

aunque se muestra entre paréntesis posibles tipos proteicos inferidos por 

alineamiento contra todos los genomas usando BLAST, los valores de significancia 

son muy altos como para considerarlos. No obstante, 4 de estos genes resultaron 

ser enzimáticos: hidrolasa α/β, lipasa, fosfolipasa A1 y astacina; mientras 2 

pertenecían a la familia SCP-TAPS. Los otros 5 genes están relacionados con 

proteínas con función desconocida como la K02F3.9; con funciones de adhesión 

como la hemaglutinina filamentosa; o con proteínas que su localización es 
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intracelular o en la membrana celular: actina, FbxL15 y la proteína que contiene el 

dominio 2 del receptor asociado a proteína G F1. 

Tabla 3. Los 20 transcritos más expresados en el estadio L3 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos 

de la piel al cabo de 1 hora post-infección. 
 

 
 

En el caso del transcriptoma del gusano en su estadio L4, en el pulmón, podemos 

apreciar en la Tabla 4 que 3 genes no pudieron ser identificados con ningún 

producto proteico, aunque usando BLAST se pudo inferir que 2 de ellos están 

relacionado con el colágeno de la cutícula y el otro con la actividad enzimática 

pectinesterasa. Además, se encontraron 3 proteínas que pertenecen a la familia 

SCP-TAPS, un inhibidor de canales de potasio, 3 proteínas relacionadas con el 

colágeno de la cutícula, 2 enzimas: lisozima y legumaina, y una globina, siendo esta 

la tercera más altamente expresada. Por otro lado, hay transcritos muy abundantes 

que están relacionados con proteínas intracelulares o de membrana: 2 
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relacionadas con proteínas nucleares, un receptor de glutamato, una proteína de 

unión a actina, una paramiosina, una relacionada con el desarrollo, y una 

mioglobina, siendo esta las más expresada. 

 
Tabla 4 Los 20 transcritos más expresados en el estadio L4 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos 

del pulmón al cabo de 2 días post-infección. 

 

 

 

Al analizar los transcritos del gusano adulto (en el intestino delgado), observamos 

en la Tabla 5 que 6 de los 20 genes no pudieron ser identificados con ninguna 

proteína, aunque nuevamente usando BLAST inferimos la posible función de 4 de 

ellos: uno está relacionado con la transcripción (factor de transcripción), uno es un 

inhibidor de canales de potasio, otro está asociado con el colágeno de la cutícula y 

por último, uno tiene función de unión de lípidos. En este estadio, solo encontramos 

una proteína perteneciente a la familia SCP-TAPS, lo cual fue llamativo debido a 

que en el estudio proteómico realizado por Sotillo y col., (2014), se observó que esta 

familia estaba altamente representada en los ESP del gusano adulto (Sotillo y col., 

2014). El transcrito más abundante resultó ser una globina, resultado similar al 

observado en el estadio L4. También se observó una enzima con actividad 
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peptidasa (Peptidasa A1). Un hecho interesante se apreció con los transcritos 

relacionados con el colágeno de la cutícula: se observó que en el gusano adulto hay 

7 genes entre los 20 más expresados y en la larva L4 encontramos 4, lo que 

posiciona a estos transcritos los más abundantes entre los de mayor expresión, 

según nuestros datos. Los 5 genes restantes estaban relacionados con funciones 

como el desarrollo, ubiquitinación, respuesta a estrés, señalización y tráfico celular. 

Tabla 5. Los 20 transcritos más expresados en el estadio L5 de N. brasiliensis. Estos transcritos fueron obtenidos 

del intestino delgado al cabo de 5 días post-infección 
 

 

De manera general, en los datos transcriptómicos apreciamos que hay una alta 

expresión de genes relacionados con actividades enzimáticas de degradación de 

moléculas (7 transcritos) y pertenecientes a la familia SCP-TAPS (6 transcritos). 
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Estos resultados se corresponden con lo que se encontró en la literatura, donde las 

proteínas SCP-TAPS son de las de mayor abundancia en las secreciones de los 

helmintos parasitarios, seguido por varios tipos de enzimas hidrolíticas (Logan, y 

col., 2020). Teniendo en cuenta que el objetivo de este trabajo es investigar si existe 

una proteína similar a la Na-Asp-2 en los ESP de N. brasiliensis, tomamos los 6 

transcritos de SCP-TAPS encontrados en nuestros datos (2 pertenecientes al 

estadio L3, 3 al L4 y 1 al adulto) para realizar nuestro estudio. Para facilitar la 

comprensión del trabajo nombramos las proteínas como se muestra en la Tabla 6. 

Tabla 6 Nomenclatura propuesta para los 6 transcritos de SCP-TAPS identificados en nuestros datos 

transcriptómicos 

 

 
 

Como una primera aproximación para caracterizar los 6 transcritos de SCP-TAPS 

se realizó un alineamiento múltiple usando ESPript 3.0 (Figura 6A). Se observó muy 

poca similitud entre las secuencias, aunque los 6 residuos de cisteínas importantes 

en la estabilización del dominio SCP si se conservaron en todas ellas. 

Posteriormente, se procedió a comparar la secuencia de aminoácidos de cada uno 

de los transcritos, con la secuencia de la proteína Na-Asp-2 con el objetivo de 

encontrar cuál podría ser similar a ella. Al realizar dicha comparación se tuvieron en 

cuenta dos criterios para considerar que la proteína podría ser similar: 1) que la 

cobertura no fuera menor al 70% y 2) que la identidad de secuencia fuera mayor al 

40%. En la Figura 6B se puede observar que con el primer criterio cumplen todas 
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(considerando que la Nb-SCP-6 presenta una cobertura de aproximadamente 70%). 

Sin embargo, solo dos de estas proteínas tienen una identidad de secuencia con 

respecto a Na-Asp-2 mayor a 40%: Nb-SCP-2 y Nb-SCP-6, del estadio L3 y L5, 

respectivamente. Un aspecto a tener en cuenta es el tamaño de las proteínas. La 

Na-Asp-2 es una proteína de 193 aminoácidos, mientras Nb-SCP-6 tiene 

aproximadamente el doble de tamaño (307 aminoácidos). Esto pudiera indicarnos 

que probablemente sea una proteína que posee dos dominios SCP donde al menos 

uno de ellos es parecido en secuencia a la Na-Asp-2 o que posee un dominio SCP 

unido covalentemente a otro tipo de dominio. Por otro lado, la Nb- SCP- 2 es de 233 

aminoácidos (208 aminoácidos si se elimina el péptido señal), una longitud similar 

a la de Na-Asp-2, lo que nos puede llevar a pensar que esta es la proteína 

semejante a la de N. americanus. 

 

 

Figura 6. Comparación se secuencias aminoacídicas A. Alineamiento múltiple de las secuencias aminoacídicas 

entre las 6 SCP-TAPS seleccionadas de los datos transcriptómicos con ESPript 3.0 y B. Comparación de la 

secuencia de aminoácidos de los 6 transcritos SCP-TAPS con la secuencia de Na-Asp-2 mediante BLAST. 



 

No obstante, se conoce que desde el punto de vista evolutivo se tiende a conservar 

la estructura de la proteína por encima de la secuencia (Jarayaman y col., 2022). 

Además, dos proteínas que presentan una identidad de secuencia por encima del 

20% pueden tener iguales estructuras (Gan y col., 2002). Considerando lo 

mencionado y también las longitudes, podemos pensar que Nb- SCP-1 y 4 pudieran 

ser similares a Na-Asp-2, y cumplir las mismas funciones. Para solucionar esta 

cuestión, el próximo paso fue la predicción de las estructuras utilizando AlphaFold2 

Colab de todos los candidatos (Figura 7). 

 

 
Figura 7. Predicción de las estructuras de las seis SCP-TAPS identificadas en los datos 49 

transcriptómicos por AlphaFold2 Colab con sus respectivos valores de lDDT. 



50  

En todos los casos, la estructura del dominio SCP se predijo con una alta 

confiabilidad, lo cual era esperado. Solo dos (Nb-SCP-1 y 2), de las seis estructuras 

predichas, son confiables para seguir el estudio. Sin embargo, podemos observar 

algunos detalles interesantes en las estructuras predichas. Primero, la proteína Nb-

SCP-6, la cual mostró una alta identidad de secuencia con Na-Asp-2, posee solo un 

dominio SCP unido covalentemente a otro dominio conformado por tres hélices alfa 

(predichas con alta confiabilidad), pero el resto de la estructura no es confiable. 

Segundo, solo la proteína Nb-SCP-5 está conformada por dos dominios SCP. 

Tercero, al igual que Nb-SCP6, la proteína Nb-SCP-3 posee un dominio SCP 

(aunque en este caso la identidad de secuencia con Na-Asp-2 fue menor al 30%) 

unido covalentemente a otro dominio también conformado por hélices alfa, pero 

cuya predicción es poco confiable. Por último, la Nb-SCP-4 posee un solo dominio 

SCP unido a una prolongada hélice alfa. A pesar de la baja confiabilidad de las 

predicciones para estas cuatros proteínas, sus dominios SCP poseían sus 

características estructurales: tres hojas betas flanquedas por hélices alfas a ambos 

lados. 

Las dos estructuras predichas con alta confiabilidad pertenecen al estadio L3 y 

ambas son prácticamente el dominio SCP. Ambas presentan una cobertura por 

encima al 70% y una identidad de secuencia por encima al 30%. Para lograr 

determinar cuál de estos dos candidatos presenta mayor similitud con la Na-Asp-2, 

proseguimos a realizar la superposición de las estructuras predichas por AlphaFold2 

Colab y la estructura cristalográfica de Na-Asp-2 (PDB: 1U53) (Figura 8) 

Figura 8. Superposición de las estructuras predichas por AlphaFold2 Colab para Nb-SCP-1 (morado) y Nb-SCP-

2 (azul), con la estructura cristalográfica de Na-Asp-2 (1U53, verde). El círculo rojo indica la hélice alfa presente 

en Na-Asp-2 que está ausente en Nb-SCP-1. Se visualizó con PymolTM1.7.X. 
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Como se puede apreciar en la Figura 8, ambos candidatos presentan una alta 

semejanza estructural con Na-Asp-2, conservándose casi todas las estructuras 

secundarias y coincidiendo en el espacio. Los valores de la raíz de la desviación 

media cuadrática (RMSD, del inglés Root Mean Square Deviation) para las 

superposiciones fue de 0,921 A para Nb-SCP-1 y 0,448 A para Nb-SCP-2, ambos 

por debajo de 1 A. Sin embargo, un análisis más detallado de las superposiciones 

nos revela una hélice alfa ausente en la proteína Nb-SCP-1, que sí está presente 

en el caso de la Nb-SCP-2. Esta hélice alfa, junto con la hélice alfa a su lado, se ha 

observado que es importante para la unión de ácidos grasos, pues ambas crean 

una cavidad donde se ha postulado que se une palmitato. Esto no solo se ha 

observado para la proteína Na-Asp-2, también se encuentra presente en otras SCP-

TAPS (Bm-Val-1, Hp-Val-4, Sm-Val-4) que se ha observado este fenómeno de unión 

de lípidos y que se les ha determinado su estructura cristalográfica (Wilbers y col., 

2018). 

Este análisis mediante herramientas bioinformáticas sugiere que la proteína Nb- 

SCP-2, al tener una estructura y una secuencia muy parecida a la Na-Asp-2, es el 

candidato más probable que pueda actuar como quimioatrayente de neutrófilos y 

monocitos. Además, su sobreexpresión se detectó en el estadio L3, mismo estadio 

donde se secreta la Na-Asp-2 en N. americanus y, por otro lado, se había 

demostrado que la secreción del estadio L3 de N. brasiliensis tiene la capacidad por 

si sola de atraer neutrófilos. 

2. Verificación de la presencia del transcrito de Nb-SCP-2 en diferentes 

estadios 

Una vez seleccionado el candidato, se checó mediante PCR la presencia del 

transcrito en diferentes estadios de N. brasiliensis (Figura 9). Se corroboró la 

presencia del transcrito en el estadio L3, mientras no se logró amplificar en 

el estadio adulto (L5). Curiosamente, no se logró amplificar cuando los gusanos L3 

fueron incubados toda una noche a 37°C (L3a). 
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Figura 9. Amplificación mediante PCR del cDNA de Nb-SCP-2 en diferentes estadios de N. brasiliensis. L3: 

larva infectiva, L3a: larva infectiva incubada a 37°C durante toda la noche y L5: gusano adulto aislado del 

intestino 7 días post-infección 

3. Clonación del gen de la Nb-SCP-2 

 
Con el objetivo de obtener la proteína recombinante de la Nb-SCP-2, se utilizó la 

tecnología de In-Fusion para generar un plásmido con el gen de interés insertado. 

Primero se aisló por PCR el cDNA de la Nb-SCP-2 de interés (702pb) y se linearizó, 

también por PCR, el vector pFastBacDual (6112 pb). En la Figura 10 se muestra los 

resultados de la purificación de estos amplicones. 

Figura 10. Purificación del amplicón del vector linearizado pFastBacDual (tamaño 6112pb) y del cDNA de Nb-SCP-2 (702pb). 
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Luego se insertó el gen de interés en el vector con la tecnología In-fusion y se 

transformaron bacterias E. coli (cepa DH5α). Se seleccionaron 17 colonias para 

comprobar por PCR la inserción correcta del gen de interés en el plásmido. Para 

ello se utilizó un cebador específico para el gen de la SCP2 (SCP2 forward utilizado 

para amplificar el cDNA de SCP2 con In-Fusion) y otro para el vector (SV40 reverse, 

específico de pFastBacDual), donde el tamaño esperado del amplicón era de 

1300pb. (Figura 11A). Aquellas colonias que resultaron positivas (1, 3, 8, 12 y 15), 

se les aisló el plásmido mediante MiniPrep y para comprobar si realmente eran 

positivas, fueron incubadas con las enzimas de restricción HindIII y BamHI, cuyos 

sitios de restricción flanqueaban al inserto, esperando un tamaño del amplicón de 

850pb aproximadamente (Figura 11B). Todas las colonias, excepto la 8, resultaron 

positivas. 

 
 

4. Inserción del gen de interés en el genoma del Baculovirus 

 
Una vez purificado y comprobado que el plásmido pFastBacDual tenía insertado 

el cDNA de Nb-SCP-2, se procedió a transferir el gen insertado al bácmido del 

Baculovirus utilizando las bacterias DH10Bac. Para ello, se transformaron estas 

bacterias con el plásmido pFastBacDual y se dejó crecer en medio con 

Tetraciclina, Ampicillina y Kanamycina, ya que solo aquellas bacterias que 

Figura 11. Verificación de la inserción del gen de interés en el vector pFastBacDual por PCR (A) y por enzimas de 

restricción (B). 
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crecen en este medio son las que pueden haber realizado correctamente la 

transposición del gen de Nb-SCP-2 en el bácmido (un plásmido muy grande que 

contiene el genoma del baculovirus modificado para portar un gen lacZ y un sitio 

de acoplamiento attTn7 insertado en la región codificante lacZ). Posteriormente, 

se tomaron 6 colonias y se verificó por PCR si había ocurrido la inserción 

utilizando un cebador específico por la Nb- SCP-2 (SCP-2 forward) y otro 

específico por el bácmido (M13 reverse), esperando un tamaño del producto de 

1400pb aproximadamente (Figura 12). Además, se secuenció y se verificó que 

no hubiese ocurrido ningún cambio en el marco de lectura o cualquier otro tipo 

de mutación. 

 
 

 

 
 

 
Figure 12. Comprobación de inserción del cDNA de Nb-SCP-2 en el bácmido mediante PCR. Cada carril 

representa una colonia que creció en el medio con ampicillina, tetraciclina y kanamycina a 370C durante toda la 

noche. 
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5. Expresión y purificación de la proteína Nb-SCP-2 

 
Después de comprobar la correcta inserción del cDNA de Nb-SCP-2 en el 

bácmido, se purificó mediante MiniPrep y se lipotransfectaron las células de 

insectos SF9, las cuales se dejaron crecer a 280C por 72 horas. Cuando se 

observó que las células fluorescían (ya que el bácmido contiene la proteína GFP 

como marcador), se centrifugó el cultivo y se utilizó el sobrenadante para realizar 

futuras infecciones. El sedimento fue lisado utilizando el detergente NP-40. Se 

centrifugó y el sobrenadante se pasó por una columna de níquel, ya que la 

proteína poseía una cola de histidina en el extremo C-terminal. Se conservó la 

solución que atravesó la columna sin pegarse (Fracción no fijada), los lavados 

requeridos y las eluciones. Se realizó una electroforesis desnaturalizante y 

Western Blot en paralelo (usando un anticuerpo específico por la cola de 

histidina) con las soluciones conservadas (Figura 13A y B, respectivamente). 

 

Figura 13. Verificación de la purificación mediante la cromatografía de afinidad. A. SDS-PAGE de purificación de Nb-SCP-2 de 

células de insecto Sf9 revelada con tinción de Coomasie. B. Western Blot de la purificación de Nb-SCP-2 a partir de células de 

insectos Sf9. 1: Patrón de peso 2: Extracto crudo, 3: Fracción no fijada, 4 y 5: Lavados, 6,7 y 8: Eluciones. C. SDS-PAGE de 

purificación de Nb-SCP-2 de células de insecto Hi-5 revelada con tinción de Plata. 
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En la Figura 13A se puede observar que en el extracto crudo y en la fracción no 

fijada aparece una banda relativamente intensa cerca de 24 kDa, pudiendo ser 

esta banda la correspondiente a la proteína de interés, cuyo peso se estimó de 

26 kDa aproximadamente incluyendo la cola de histidina. Sin embargo, en los 

carriles correspondientes a los lavados y las eluciones no se puede apreciar 

ninguna banda a la altura esperada. Esta purificación se realizó a partir de 100 

mL de cultivo de células de insecto Sf9 una concentración aproximada de 2 x 106 

células/mL. Cuando observamos la Figura 13B, podemos apreciar que la 

sensibilidad que nos aporta el Western Blot nos permite detectar la proteína en 

las eluciones. Pero, aunque observamos la presencia de nuestra proteína de 

interés, la cantidad obtenida es baja, de tal manera que no fue observable 

utilizando la tinción de azul de coomasie. Por esta razón, se decidió cambiar de 

las células Sf9 a Hi-5, pues estas últimas poseen una tasa de crecimiento 

superior a las Sf9, así como una mayor sensibilidad a la infección del 

Baculovirus, características que se reflejan en un rendimiento mayor en la 

expresión de proteínas recombinantes. Sin embargo, hay que tener en cuenta 

que también las glicosilaciones son más complejas, lo cual pudiera modificar la 

estructura de Nb-SCP-2. Además, se aumentó el volumen del cultivo hasta los 

500 mL a la misma concentración de célula que se había utilizado (2 x 106 

células/mL). En la figura 13C se muestra el resultado de purificar por la columna 

de níquel, concentrar la elución 5 veces y utilizar la tinción de plata para visualizar 

la corrida electroforética. Como se puede apreciar, aparece una banda intensa 

entre 24 y 31kDa, lo cual coincide con el peso estimado. No obstante, la banda 

es un poco más alta con respecto a la observada en el Western Blot (Figura 

13B), lo que nos indica que la proteína que se obtiene al usar las células de 

insecto Hi-5 es un poco más grande, lo cual puede deberse a la glicosilación más 

compleja de estas células. Por otro lado, al utilizar ImageJ, estimamos que la 

pureza de la proteína se encuentra entre 30-40%, lo cual es una pureza baja. En 

el carril se aprecian otras bandas por encima de la banda de interés, por lo que 

la proteína eluye junto con otros contaminantes. 
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Esta cromatografía de afinidad se basa en la interacción del níquel con dos 

anillos de imidazol (cadena lateral de la Histidina), por lo que si una proteína 

presenta dos Histidinas en su superficie puede también interactuar con la 

columna y eluir junto a la proteína de interés. En este caso, en el extracto crudo 

deben haber proteínas con esta característica, por lo que es necesario agregar 

otro paso de purificación que se base en otra propiedad. Para lograr este objetivo 

se añadió un paso de purificación por cromatografía de intercambio iónico que, 

además de permitir purificar teniendo en cuenta el punto isoeléctrico de la 

proteína, ofrece la capacidad de concentrar la proteína. Además, se incrementó 

el cultivo de las células Hi-5 hasta 850 mL (aproximadamente a 2 x 106 

células/mL). 

 

 
Figura 14. Verificación de la purificación de Nb-SCP-2 al añadir un paso de cromatografía de 

intercambio iónico. A. SDS-PAGE revelado con tinción de plata y B. Western Blot revelado con anti-

poliHist. 1: Purificación después de columna de níquel, 2: después de columna de intercambio 

catiónico. 

 

El resultado de la purificación al añadir la cromatografía de intercambio catiónico 

(matriz de carboximetil celulosa) se muestra en la Figura 14, donde se observa 

que todavía hay contaminante (carril 2, Figura 14A). Esto indica que la proteína 

contaminante, que se observa cerca de 50 kDa no solo tiene la capacidad de 

interactuar con el níquel, sino que también es una proteína catiónica con un 

punto isoeléctrico similar a la Nb-SCP-2, ya que eluye a la misma 

concentración de sales de NaCl. En este resultado se refuerza además que la 
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producción de la proteína es muy baja, ya que aunque se puede detectar 

mediante Western Blot, no se logra visualizar por tinción de Plata. 

Para los estudios que se van a mostrar a continuación, se utilizó la proteína 

purificada solo por columna de níquel (Figura 13C). 

6. Evaluación in vivo de la capacidad de Nb-SCP-2 como proteína pro- 

inflamatoria 

El objetivo más importante de este trabajo es identificar un producto de la 

secreción de N. brasiliensis que sea el responsable, o que al menos contribuya, 

al reclutamiento de neutrófilos promovido por la secreción total de la larva L3 

(Bouchery y col., 2020). Hasta este punto hemos identificado con herramientas 

bioinformáticas un posible candidato a partir de datos transcriptómicos 

generados en nuestro laboratorio y, además, se produjo y purificó parcialmente 

una proteína recombinante de este candidato. Por lo tanto, el próximo paso fue 

evaluar in vivo si esta proteína recombinante era capaz de reclutar neutrófilos. 

Para cumplir con este objetivo se utilizó el modelo de inflamación Bolsa de Aire 

(o Air Pouch en inglés), el cual consiste en crear una cavidad subcutánea con 

aire estéril, donde posteriormente se inyectan los diferentes tratamientos a 

evaluar, lo que conlleva a que se recluten, a dicha cavidad, diferentes tipos 

celulares, lo cuales pueden ser colectados lavando con PBS para ser analizado 

por citometría de flujo. Este modelo es sencillo, rápido y no requiere del 

tratamiento agresivo necesario para procesar las muestras de piel, por lo que se 

mejora la viabilidad celular. También facilita el análisis de la citometría al evitar 

la contaminación con otras células de la piel que presentan una alta 

autofluorescencia. En la Figura 15A se representa el esquema que se tomó para 

realizar este experimento. 
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Figura 15. Evaluación de la capacidad de reclutamiento celular in vivo de Nb-SCP-2. A. Esquema seguido para 

evaluar la inflamación inducida por Nb-SCP-2 en el modelo de Bolsa de Aire B. Frecuencia de varios tipos celulares 

reclutados en la cavidad. Tratamientos: 1-LPS: 1µg/bolsa de aire, 2-Nb-SCP-2: 100µg/bolsa de aire y 3- H5 (lisado 

de células de insecto Hi-5 infectadas con un Baculovirus que no expresa Nb-SCP-2): 300µg/bolsa de aire. Se usó 

PBS de control negativo. *p<0.05, **p<0.01 Test usado: One-way ANOVA. n=2-3 por tratamiento. 

 

En la Figura 15B, se muestra la frecuencia de los diferentes tipos de células 

analizados, con respecto a la CD45 positivas. La estrategia de análisis usada se 

muestra en Figura 20 (Anexos). Como se puede apreciar, al inyectar 300 µg de 

Nb- SCP-2 (la cantidad real de proteína, teniendo en cuenta que está pura en un 

30%, es 100 µg) en la cavidad generada, se observa un reclutamiento de 

neutrófilos de una manera similar al grupo tratado con LPS (control positivo). 

Para descartar que este efecto estaba siendo realizado por los contaminantes y 

no por Nb-SCP-2, se utilizó como control un lisado de células de insecto Hi-5 

que fueron infectadas con un Baculovirus que expresaba otra proteína, diferente 

a Nb-SCP-2, que se sabe que no tiene acción inflamatoria (la proteína P10 de 

Baculovirus). Al inyectar 300 µg de este lisado en la cavidad no observamos 
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reclutamiento de neutrófilos, incluso la frecuencia es similar al tratamiento con 

PBS (Control negativo). Este resultado indica que nuestra proteína podría ser la 

responsable del reclutamiento de neutrófilos, como se había predicho. Por otra 

parte, al analizar las poblaciones de linfocitos T CD4, linfocitos T CD8 y 

eosinófilos en el lavado de la cavidad, no se observa ninguna diferencia entre 

los diferentes tratamientos y el grupo PBS (Control negativo). En el caso de los 

valores de porcentaje de macrófagos detectados en el lavado de la cavidad, 

fueron significativamente menores en los grupos tratados con LPS y Nb-SCP-2 

con respecto al grupo que se le inyectó el lisado de la célula Hi-5 y PBS. 

Adicionalmente, no se observó una diferencia significativa entre estos dos último 

grupos. En conjunto estos resultados sugieren que el reclutamiento que 

promueve Nb-SCP-2 es específico por los neutrófilos. 

7. Evaluación de la capacidad protectora de Nb-SCP-2 contra la infección 

de N. brasiliensis 

 
Uno de los problemas que enfrenta la humanidad contra las infecciones de los 

anquilostomas es la ausencia de vacunas en el mercado. Varios son los grupos 

que están intentando desarrollar una vacuna que induzca una potente respuesta 

antihelmíntica (Hadelman y col., 2020). Con el objetivo de probar si Nb-SCP-2 

es capaz de generar una respuesta protectora contra la infección de 

N. brasiliensis se analizó la respuesta humoral inducida por la inmunización con 

dicha proteína. En la Figura 16A, se representa el esquema de inmunización que 

se siguió para este estudio. En la Figura 16B se muestra el resultado de la 

respuesta humoral inducida por la inmunización con Nb-SCP-2. Se puede 

observar que se requirieron tres inyecciones para obtener altos títulos de 

anticuerpos contra Nb-SCP-2. En la primera inmunización no se observó 

diferencia significativa con respecto al grupo que se le administró PBS. Luego de 

la tercera inmunización, se infectaron los ratones con 400 gusanos cada uno, y 

se contó el número de gusanos en el intestino a los 7 días (Figura 16C). No se 

observó diferencia estadística significativa entre los grupos, por lo que la 

inmunización con esta proteína no fue capaz de levantar una respuesta 
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antihelmíntica que proteja al hospedero de la infección. En otro experimento 

independiente (Figura 25, Anexo), tampoco se observó diferencias entre los 

grupos en el conteo de gusanos en el intestino ni en el número de huevos por 

gramo de heces. Estos resultados sugieren que la inmunización con Nb-SCP-2 

no es capaz de inducir una respuesta protectora contra la infección de N. 

brasiliensis, aunque se requieren otros experimentos para realmente confirmar 

esta idea. 

 

 

Figura 16. Evaluación de la respuesta humoral inducida por la inmunización con Nb-SCP-2. A. Esquema de 

inmunización. Las gotas de sangre indican los días donde se les extrajo a los ratones sangre para evaluarla. La vía 

de administración usada fue la vía s.c. Tratamientos: PBS (200µL): control negativo, SCP2 (200µL): grupo inmunizado 

con Nb-SCP-2 (conc=0,15mg/mL). B. ELISA indirecto para cuantificar anticuerpos específicos contra Nb-SCP-2. C. 

Conteo de gusanos en el intestino al día 7 post-infección. *p<0.05, **p<0.01, 

****p<0,0001, ns: sin diferencia significativa. Test usado: One-way ANOVA 
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 Discusión 
Las infecciones por parásitos helmínticos en humanos son un problema de 

repercusión mundial, principalmente afectando a los niños de los países en vías de 

desarrollo, presentando síntomas como la anemia y el deterioro del desarrollo 

(Loukas y col., 2016). Por otro lado, estos parásitos también son causa de grandes 

estragos en la ganadería y la agricultura, con la consecuente afectación en la 

economía. Además, se añade el hecho de que varias infecciones por helmintos 

pueden transmitirse de los animales al ser humano (zoonosis). Con respecto a su 

rango de hospederos, algunas especies de helmintos no discriminan entre humanos 

y animales en absoluto, mientras que otras tienen ciclos de vida complejos que 

requieren al ser humano como hospedero final o intermedio para completar su ciclo 

de vida (Loukas y col., 2016). De manera curiosa, también se ha observado una 

correlación inversa entre la incidencia de estos parásitos y el desarrollo de 

enfermedades alérgicas, fenómeno que se resume en la “Hipótesis del viejo amigo”. 

Esta teoría propone que en tiempos donde no existían los altos estándares de 

sanidad de la actualidad, era frecuente este tipo de infección a edades tempranas, 

por lo que los humanos co-evolucionamos con los anquilostomas de tal manera que 

nuestro sistema inmune podría utilizar a estos parásitos para regular la respuesta 

inmunológica y evitar responder de manera exacerbada (lo que da lugar a las 

alergias) (Rook, 2023). Esto abre una gama de posibilidades para generar 

tratamientos para este tipo de enfermedades. Sin embargo, apenas en las últimas 

décadas es que se ha comenzado a profundizar en los mecanismos que intervienen 

en la interacción parásito-hospedero, por lo que se hace imperante investigar en 

esta dirección. 

Este trabajo parte de la premisa que los helmintos requieren del hospedero para 

completar todo su ciclo de vida, lo cual implica que la interacción entre parásito- 

hospedero es única, de tal manera, que es ese contexto y no en otro donde este 

patógeno sobrevive. Esto a su vez conlleva a que, como producto de la co- 

evolución, los helmintos han desarrollado herramientas para modular al sistema 

inmunológico y, simultáneamente, utilizar al hospedero en su beneficio. Ya ha sido 
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ampliamente reportado en la literatura que las vías de comunicación entre el 

parásito y el hospedero tiene lugar a través de los ESP de los primeros (Maizels y 

col., 2018). Con la llegada de las ciencias ómicas, muchos grupos de investigación 

comenzaron a caracterizar la composición de las secreciones de los gusanos. De 

manera general, estos estudios han reportado que los ESP varían entre especies y 

estadio larvario (Logan y col., 2020). 

Nuestro laboratorio cuenta con un estudio transcriptómico de cada uno de los 

estadios larvarios de N. brasiliensis (Figura 4). Se escogió este helminto por su ciclo 

de vida tan parecido al del N. americanus y A. duodenales, los dos anquilostomas 

que más afectan a los humanos. Al analizar los transcritos más abundantes en cada 

uno de los estadios del N. brasiliensis observamos que, tal como se reporta en la 

literatura, la composición es diferente entre ellos. Esto es lógico de esperar, pues el 

ciclo de vida de este parásito requiere migrar por tres tejidos diferentes, donde cada 

uno de ellos tiene sus características particulares y el gusano para poder adaptarse 

a cada una de ellas, modificando la expresión de sus genes. 

Sotillo y col., (2014), publicaron un estudio proteómico de la composición de los ESP 

de N. brasiliensis en dos de sus estadios: L3 y adulto. Con el objetivo de seleccionar 

solo aquellos transcritos que fuesen secretados, se evaluó si nuestros datos 

transcriptómicos coincidían con los proteómicos de dicho estudio. Para nuestra 

sorpresa, casi ninguna proteína coincidía con el estadio L3 y sí con los estadios L4 

y L5 (a pesar que no se contaba con el proteoma de la secreción del estadio L4). 

También ocurrió que proteínas detectadas en el estadio L3, coincidía con transcritos 

del estadio adulto. Estas contradicciones pudiesen ser un artefacto debido a que la 

secreción L3 estudiada en dicha publicación, se obtuvo de incubar larvas aisladas 

directamente de las heces, sin tener contacto con el hospedero, por lo que no 

recibieron todas las señales necesarias para que ocurriera una modificación en la 

expresión de sus genes, como si debe haber ocurrido con nuestros datos, donde 

los transcritos del estadio L3 se obtuvieron de la piel infectada por el gusano 

(Sotillo y col., 2014). Por estas razones mencionadas, los estudios que se realizaron 

en este trabajo, solo fueron con los transcritos, obviando los datos proteómicos. 
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Al analizar los genes más expresados durante la migración por la piel, encontramos 

que entre los 20 transcritos más abundantes hay varias enzimas con actividad 

hidrolítica: hidrolasa α/β, lipasa, fosfolipasa B1 y astacina. Excepto la fosfolipasa B1 

que está asociada a la membrana, las restantes son de naturaleza soluble y no es 

de extrañar encontrar estas enzimas en abundancias, ya que también se han 

observado en el proteoma de las secreciones de varios anquilostomas (Logan y col., 

2020). Por ejemplo, las astacinas son unas metaloproteasas que pueden estar 

implicadas en la migración de la larva al hidrolizar la matriz extracelular del tejido, 

facilitando su movimiento. Las lipasas, relacionada con la degradación de lípidos, 

pudiera servir para obtener ácidos grasos del medio, pues es conocido que N. 

brasiliensis es un helminto que carece de enzimas para sintetizar de novo varios 

lípidos. En el caso de la hidrolasa α/β, se ha reportado en H. contortus que esta 

proteína puede suprimir la respuesta de la células T (Lu y col., 2020). Todas pueden 

jugar un papel en la adaptación del estadio L3 a la piel.  

En el caso de los transcritos más abundantes en el pulmón (L4) y el intestino 

(adulto), encontramos que uno de ellos se corresponde a las globinas. Se ha 

reportado que las globinas de N. brasiliensis tienen afinidades por el oxígeno 100 

veces mayores que las hemoglobinas del hospedero roedor, lo que les permite 

obtener suficiente oxígeno para sus necesidades metabólicas, lo cual les permite 

colonizar entornos anóxico, como el tracto intestinal (Blaxter y col., 1994). También 

hay presente enzimas hidrolíticas, como la legumaína y la peptidasa A1 que pueden 

estar implicadas en actividades como la nutrición del helminto (Dalton y col., 2009; 

Kang y col., 2019). En estos dos estadios también se encontraron transcritos de 

inhibidores de canales de potasio (ShKT): se sabe que los canales de potasio en 

las células T son cruciales para la activación y proliferación de estas, por lo que 

N. brasliensis puede estar sobreexpresando estos inhibidores para suprimir la 

respuesta inmune adaptativa (Maizels y col., 2018). Todos estos datos nos sugieren 

que N. brasiliensis modifica su expresión génica con el objetivo de adaptarse a cada 

tejido. 

Muchos trabajos proteómicos con los ESP de varios anquilostomas ubican a la 
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familia de proteína SCP-TAPS como la más abundante (Logan y col., 2020). En 

nuestros datos transcriptómicos también encontramos que esta familia es una de 

las más expresadas: entre todos los estadios se identificaron 6 proteínas 

pertenecientes a esta familia. El alineamiento múltiple entre ellos nos sugiere que, 

a pesar de presentar las cisteínas características del dominio SCP, estas 

proteínas son diferentes y probablemente con funciones distintas. Incluso, al 

comparar las estructuras predichas por AlphaFold2 Colab de cada una de ellas, 

podemos observar que mientras algunas consisten prácticamente solo del dominio 

SCP (Nb-SCP-1, 2 y 4), otras parecen haber adquiridos nuevos dominios (Nb- SCP-

3 y 6) o haber duplicado el dominio SCP (Nb-SCP-5). Esto es un indicativo de que 

la evolución ha presionado a estas proteínas para que diversificaran sus funciones, 

por lo que pudiésemos hipotetizar que son proteínas moonlight. En la literatura hay 

poca información disponible sobre las funciones que pudieran estar realizando estas 

proteínas en el parasitismo de los helmintos. Se ha visto que pueden regular 

negativamente a los linfocitos B o inhibir la agregación de las plaquetas (del Valle y 

col., 2003; Tribolet y col., 2015). También se han reportado funciones que resultan 

antagónicas: el NIF, secretado por el A. caninum, se une a CR3 para evitar el 

reclutamiento de estas células al sitio de infección, mientras se ha reportado que la 

proteína Na-Asp-2 secretada por N. americanus tiene la capacidad de reclutar los 

neutrófilos y monocitos (Riue y col., 1994; Bower y col., 2008). 

Nuestro interés era encontrar un candidato que fuera capaz de reclutar neutrófilos 

en el estadio L3, por lo que tomamos a Na-Asp-2 como molde y la comparamos con 

nuestros 6 candidatos SCP-TAPS. A partir de los resultados mostrados de las 

Figura 1B y 3, se seleccionó a Nb-SCP-2 por presentar la mayor similitud en 

secuencia aminoacídica y estructura con Na-Asp-2, además de coincidir su 

expresión en la piel. Una comparación de esta proteína con varias SCP-TAPS de 

otros organismos arrojó que las estructuras secundarias del dominio se 

conservaban, aunque la secuencia aminoacídica se conservaba mejor en la región 

de la cadena que se correspondía con el núcleo del dominio SCP (Figura 20, 

Anexos). Interesantemente, una propiedad que se ha observado en varias proteínas 

SCP- TAPS es la capacidad de unir lípidos. Se han descrito tres sitios 
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independientes que pueden unir colesterol, ácidos grasos y leucotrienos (Wilbers y 

col., 2018). En la Figura 22 (Anexos) se puede observar como Nb-SCP-2, al 

superponerse con las estructuras cristalográficas de otras SCP-TAPS que han sido 

reportadas como proteínas de unión a lípidos, la proteína presenta las dos hélices 

alfa que crean la cavidad de unión de ácidos grasos y el sitio de unión de colesterol. 

Esto refuerza nuestra hipótesis de que probablemente estas proteínas sean 

moonlight. 

Para la obtención de la proteína recombinante se escogió al Baculovirus como 

sistema de expresión, puesto que Nb-SCP-2 es una glicoproteína que contiene 

puentes disulfuros en el dominio SCP. Para facilitar su posterior purificación se le 

añadió una cola de polihistidina (6 Hist) en el extremo C-terminal y se checó si 

pudiera afectar la estructura de Nb-SCP-2, mediante predicción con AlphaFold3 

(Figura 24, Anexo). Aunque no se observó ningún cambio en la estructura, no 

podemos descartar que tal vez la cola de histidinas pudiese desestabilizar la 

estructura, para lo cual se pudiera realizar una simulación por dinámica molecular. 

Por otro lado, como se explicó en el acápite de resultados, para la purificación de la 

proteína se añadió un paso de cromatografía de intercambio iónico posterior a la 

cromatografía de afinidad con la columna de níquel, pero no se logró incrementar 

la pureza. El principal inconveniente que se observó fue la presencia de unas 

bandas por encima de la de interés, principalmente una banda intensa que aparece 

entre 50-60kDa (Figura 13C y 14A). Esta banda no solo eluyó en las mismas 

condiciones de imidazol, también de NaCl, lo que indica que debe poseer grupos 

de histidina expuesto en la superficie y un punto isoeléctrico similar al de Nb-SCP-

2. Una estrategia para solucionar esta problemática es realizar una cromatografía 

de exclusión molecular, ya que una propiedad que las diferencia es su peso 

molecular. 

El rendimiento de obtención de la proteína en el sistema de Baculovirus se estimó 

de 1.23 mg/L de cultivo de células de insecto Hi-5. Regularmente el rendimiento de 

proteínas con el sistema de expresión de Baculovirus es entre 1-100 mg/L de cultivo, 

por lo que nuestra proteína se expresa dentro de los valores reportados, aunque en 
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el extremo inferior, siendo una posible causa el hecho de que no se optimizaron los 

codones del gen para hacer más eficiente el sistema. Debido a la baja expresión de 

la proteína en Baculovirus, consideramos que lo más indicado es utilizar otro 

sistema que logre aumentar los niveles de rendimientos. En este sentido, expresar 

la proteína en la levadura Pichia pastoris resulta llamativo, pues además de ser 

mucho más sencillo y económico de trabajar, los rendimientos reportados en este 

sistema son de 0.1-5 g/L de cultivo, unas 50 veces por encima del rendimiento con 

Baculovirus. 

Una vez obtenida la proteína recombinante se procedió a evaluar su capacidad de 

reclutar neutrófilos y como se puede apreciar en la Figura 15B, los resultados 

indican que la proteína recluta neutrófilos y no otros tipos celulares in vivo. Si este 

reclutamiento es debido a que Nb-SCP-2 es pro-inflamatoria o si actúa como 

quimiocina, no queda resuelto con solo este experimento, lo cual pudiese ser 

determinado mediante un ensayo de quimiotaxis en una cámara de Boyden. A pesar 

de ello, se pudiera inferir que este reclutamiento pudiese ser debido a que se 

comporta como una quimiocina, puesto que es estructuralmente similar a Na- Asp-

2, la cual ya se reportó ser quimioatrayente de neutrófilos. Por otro lado, ya que la 

proteína presenta un 30% de pureza, no se puede descartar la posibilidad de que 

tal vez este efecto sea el resultado de la proteína junto con los contaminantes, y 

no por ella sola. Por lo que se considera que este ensayo hay que repetirlo con una 

proteína más pura. 

Este resultado nos lleva a razonar, qué relevancia biológica pudiese tener para el 

helminto el reclutamiento de neutrófilos, cuando Bouchery y col., (2020) mostraron 

que los neutrófilos tienen la capacidad de atacar a N. brasiliensis mediante la 

liberación de NETs (Bouchery y col., 2020). Lo primero que se pudiera inferir es que 

el hospedero fue el que por la presión evolutiva se adaptó para reconocer esta 

proteína como una señal de presencia del patógeno y usarlo como guía para 

rodearlo y poder combatirlo. Pero, contradictoriamente, este mismo grupo demostró 

que al depletar los neutrófilos en los ratones, la migración de la piel al pulmón de 

los gusanos se retrasó significativamente, cuando se esperaría lo contrario. Esto 

indica que de alguna manera desconocida, N. brasiliensis requiere de los neutrófilos 
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en la piel para realizar una rápida migración al pulmón. En este trabajo se propone 

una posible explicación para este fenómeno: 

En el mismo trabajo donde se observó que los neutrófilos atacan a N. brasiliensis 

con las NETs y se demostró que estos gusanos liberan una enzima (DNAsa) que es 

capaz de escindir las trampas extracelulares y protegerlos del ataque de los 

neutrófilos. Adicionalmente, observaron in vitro que los gusanos en presencia de 

neutrófilos permanecían más tiempo con sus cutículas, probablemente para 

protegerse del daño provocado por estas células. Sin embargo, estos neutrófilos 

generan inflamación en el sitio de infección y liberan proteasas que pudieran tener 

un efecto positivo en la migración de la larva, ya que facilitarían el paso a través del 

tejido para alcanzar los vasos sanguíneos. Además, hay varios reportes donde se 

ha observado que los neutrófilos juegan un rol inmunosupresor. Por ejemplo, los 

neutrófilos tienen un papel negativo en la respuesta de las células B y T CD4 contra 

tres antígenos: ovoalbúmina, lisozima y listeriolisina O. Se observó que luego de la 

inmunización con estos antígenos, los neutrófilos se dirigieron a los linfonodos con 

las proteínas y establecieron un breve contacto con las células dendríticas y 

macrófagos, con el subsecuente debilitamiento de la interacción de estas células 

con los linfocitos T. Al depletar los neutrófilos se observa una potenciación de la 

polarización de los linfocitos T CD4 hacia TH1 o TH2 (Yang y col., 2010). En otro 

trabajo se observó que en la infección con la bacteria intracelular Brucella abortus, 

estas eran eliminadas con mayor eficiencia en la ausencia de células 

polimorfonucleares, lo que coincide con un reclutamiento de monocitos y células 

dendríticas. Además, se observa una activación significativa de células B y T 

(Barquero-Calvo y col., 2013). En el caso de la infección con N. brasiliensis pudiera 

estar dándose un fenómeno similar, al menos en el contexto de la piel, por lo que 

el resultado neto sería que el reclutamiento de los neutrófilos por Nb-SCP-2 estaría 

favoreciendo la migración de las larvas infectivas hacia el pulmón. En la figura 17 
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se representa esta hipótesis. 

 

Figura 17. Representación gráfica sobre la posible implicación de Nb-SCP-2 en el parasitismo durante la 

infección de N. brasilienses en la piel. 

Para probar si Nb-SCP-2 podría funcionar como vacuna antihelmíntica, se 

inmunizaron ratones Balb/C por vía subcutánea, usando Alumina como adyuvante 

(Figura 16). Como se mencionó en los resultados, aunque se observó un aumento 

en el título de anticuerpos, nuestros resultados sugieren que no hay un efecto 

protector ante la infección. Esto pudiese ser debido a que la acción de esta proteína 

no es vital para completar el ciclo de vida del gusano o que los anticuerpos 

inducidos no son neutralizantes. También, hay que tener en cuenta que la proteína 

usada para inmunizar no presentaba un alto grado de pureza, y pudiese haber 

ocurrido que el o los contaminantes son lo suficientemente inmunogénicos como 

para dirigir la inducción de una respuesta adaptativa específica a estos 

contaminantes, por lo que tal vez inmunizando con una proteína más pura si podría 

lograrse un efecto protector. No obstante, para determinar realmente si la 

inmunización no logra inducir una respuesta inmunológica se requiere de un análisis 

más exhaustivo: realizar un estudio de la cinética de la migración de los gusanos en 

cada uno de los tejidos en los que reside, así como de poblaciones de células del 

sistema inmunológico reclutadas en dichos tejidos.  
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 Conclusiones 
 

- Los transcritos pertenecientes a la familia de proteína SCP-TAPS se encuentan entre 

los más abundantes en todas las etapas larvarias de N. brasiliensis 

- La proteína Nb-SCP-2, identificada en nuestros datos transcriptómicos, es expresada 

en la etapa infectiva L3 y presenta una alta similitud en secuencia y estructura con la 

proteína Na-Asp-2 de N. americanus, lo cual nos indicó que podría cumplir las mismas 

funciones que ella 

- Se logró obtener una proteína recombinante parcialmente pura (30% de pureza 

aproximadamente), utilizando el sistema de expresión de Baculovirus, con un 

rendimiento de aproximadamente 1.29 mg/L de cultivo 

- Se demostró mediante el modelo de inflamación de Bolsa de Aire, que Nb-SCP-2 es 

capaz de reclutar neutrófilos in vivo, aunque este fenómeno pudiera deberse tanto a 

que la proteína es pro-inflamatoria o una molécula quimioatrayente. 

- Se logró inducir con tres inmunizaciones subcutáneas, en un esquema profiláctico, 

anticuerpos anti-Nb-SCP-2, aunque la cuantificación de gusanos en el intestino a los 

7 días post-infección sugieren que no tienen un papel protector ante la infección de N. 

brasiliensis 
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  Perspectivas 
 

- Cambiar el sistema de expresión de Baculovirus por el sistema de expresión 

en Pichia pastoris 

- Determinar la presencia de Nb-SCP-2 en los ESP en los diferentes estadios 

mediantes anticuerpos anti-Nb-SCP-2 generados en conejo 

- Evaluar si la proteína es capaz de reclutar neutrófilos de manera quimiotáctica 

mediante estudio in vitro, usando la Cámara de Boyden 

- Evaluar si Nb-SCP-2 podría funcionar como vacuna, utilizando para las 

inmunizaciones una proteína más pura 

- Realizar una caracterización más completa y detallada del efecto de la inmunización 

con Nb-SCP-2 en el modelo de infección con N.brasiliensis 
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 Anexos 
 

 

 

Figura 18. Estandarización de la purificación mediante cromatografía de afinidad en columna de níquel. Se muestra 

Western Blot ((anti-polihistidina) de los eluyentes a cada una de los concentración de imidazol (mM). 

 
Figura 19. Estandarización de la purificación mediante cromatografía de intercambio iónico usando una columna 

de carboximetil celulosa. Se muestra Western Blot ((anti-polihistidina) de los eluyentes a cada una de los 

concentración de NaCl (mM). 
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Figura 20. Estrategia seguida para analizar los datos de citometría de flujo en el ensayo de inflamación 
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Figura 21. Conservación de las estructuras secundarias de Nb-SCP-2 al compararla con otros miembros de familia SCP-

TAPS. Se realizó este análisis mediante ENDscritp 2.0 
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Figura 22. Nb-SCP-2 podría ser una proteína con capacidad de unir lípidos 

Figura 23. Western Blot con los sueros de los animales inmunizados con Nb-SCP-2. Como control positivo se utilizó el 

anticuerpo anti-polihistidina. 
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Figura 24. Predicción de la estructura de Nb-SCP-2 con la cola de polihistidina mediante AlphaFold3 

 
 

 
Figura 25. Evaluación de la respuesta humoral inducida por la inmunización con Nb-SCP-2. La vía de administración 

usada fue s.c. Tratamientos: PBS (200µL): control negativo, SCP2 (200µL): grupo inmunizado con Nb-SCP-2 

(conc=0,37 mg/mL). A. ELISA indirecto para cuantificar anticuerpos específicos contra Nb-SCP-2. B. Conteo de 

huevos en las heces en los días 5, 6 y 7 post-infección y C. Conteo de gusanos en el intestino al día 7 post-infección. 
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ns: sin diferencia significativa. Test usado: One-way ANOVA 

 

                            Figura 26. Esquema resumen de las diferentes fases del trabajo experimental 


