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RESUMEN

Leucina Aminopeptidasa (FhLAP) y catepsina L1 (FhCL1) de Fasciola hepatica
juegan un papel critico en la nutricion del parasito, migracién a través de los
tejidos del huésped y en la evasion inmune. Estos antigenos han sido evaluados
en ensayos de inmunoproteccion en rumiantes como componentes unitarios,
obteniendo resultados variables de proteccion. El enfoque del uso de proteinas
quiméricas que expresan epitopos antigénicos e inmunogénicos de proteinas
cruciales del paréasito puede aumentar el nivel de proteccién contra la fasciolosis.
Previamente, nuestro grupo de investigacion disefié y construyé un gen quimérico
compuesto de secuencias antigénicas de FhLAP y FhCL1. El objetivo de este
estudio fue expresar la proteina quimérica (rFhLAP-CL1) y evaluar su capacidad
inmunoprotectora contra F. hepatica en ovinos. La proteina rFhLAP-CL1 se
expresd en un sistema procariota y purificé por cromatografia de afinidad a niquel,
posteriormente se emulsiond con el adyuvante Quil A. Veinticinco ovinos fueron
agrupados al azar en cinco grupos (G, n=5), los ovinos de los grupos 1-3 fueron
inmunizados en dos ocasiones con 100ug, 200ug y 400ug de la proteina
quimérica, respectivamente; los grupos 4 (Quil A) y 5 (no inmunizados) fueron
grupos control. Dos semanas post-segunda inmunizacion todos los animales
fueron desafiados con 200 metacercarias por via oral. Los ovinos inmunizados con
la proteina quimérica tuvieron una reduccion significativa en la carga parasitaria
del 25% al 46% comparados con el grupo control de infeccion. Asi mismo, las
tasas mas bajas de implantacion del parésito fueron observadas en ovinos
inmunizados con la rFhLAP-CL1 (20-28%) que en el grupo control de la infeccién,
junto con una reduccion significativa en la produccién de huevos del parasito.
Ademas, los titulos més altos de IgG1 e IgG2 anti-rFhLAP-CL1 fueron detectados
en ovinos inmunizados con la proteina quimérica, sugiriendo una mezcla de
respuesta inmune Th1/Th2 que se asocia con proteccion contra fasciolosis en
ovinos. Este es el primer reporte a nivel mundial del uso de una proteina quimérica
como inmundgeno contra F. hepatica evaluada en ovinos.

Palabras clave: Fasciola hepatica, proteina quimérica, inmunizacion, ovinos.
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ABSTRACT

Leucine aminopeptidase (FhLAP) and cathepsin L1 (FhCL1) of Fasciola hepatica
play a critical role in parasite feeding, migration through host tissue, and immune
evasion. These antigens have been tested for immune protection in ruminants as
single components, obtaining variable protection results. The chimeric-protein
approach expressing antigenic and immunogenic epitopes of crucial proteins of
parasite could improve protection levels against fasciolosis. Previously, our
research group designed and constructed a chimeric gene composed of antigenic
fragments of FhLAP and FhCL1 of F. hepatica. The goal of present study was to
express the chimeric protein and evaluate the immune-protective capacity against
F. hepatica in sheep. The rFhLAP-CL1 protein was produced in E. coli Rosetta
(DE3) and purified by nickel affinity chromatography, after that, the chimeric protein
was emulsified with Quil A adjuvant. Twenty-five sheep were randomly grouped
into five groups (G, n=5); the groups 1-3 were immunized twice with 100ug, 200ug
y 400ug of rFhLAP-CL1, respectively; whereas the groups 4 (Quil A) and 5
(nonimmunized) were control groups. The animals were then challenged with 200
metacercariae two weeks after the rFhLAP-CL1 booster. There was a significant
reduction in fluke burden from 25% to 46% for immunized sheep compared to the
infection control group (G5). Likewise, lower rates of parasite implantation were
obtained in immunized sheep (20-28%) than the infection control group (38%),
along with significant reduction in egg output (from 22-24%). Moreover, the
highest IgG1 and IgG2 anti-rFhLAP-CL1 levels were seen in animals immunized
with chimeric protein, suggesting a mixed Th1l/Th2 response associated with
protection against fasciolosis in sheep. This is the first worldwide report of the use

of a chimeric protein for immunization against F. hepatica in sheep.

Keywords: Fasciola hepatica, chimeric protein, immunization, sheep.
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1. INTRODUCCION

La fasciolosis es un infeccion parasitaria causada por el trematodo digénico
Fasciola hepatica (Linnaeus 1758), es econdmicamente importante en animales
domesticos (bovinos, ovinos y caprinos), ademas, afecta al humano, por lo que es

considerada como una zoonosis[1].

La Organizacion Mundial de la Salud ha reconocido a la fasciolosis como
una enfermedad parasitaria desatendida, con un estimado de 17 millones de
personas infectadas y mas de 180 millones de personas con riesgo de adquirir la
infeccion[2]. Las pérdidas econdmicas ocasionadas por F. hepatica en los
animales domeésticos a nivel global se estiman en mas de tres billones de ddlares
anuales, debido a disminucién de los parametros productivos (carne, leche, lana),
reproductivos (fertilidad) y costos en los tratamientos antihelminticos[2,3]. A pesar
de los esfuerzos por desarrollar una vacuna contra F. hepatica, actualmente no
existe una vacuna comercial contra este parasito, su control se basa
principalmente en el uso de fasciolicidas, el triclabendazol es el mas utilizado. Sin
embargo, poblaciones de F. hepatica resistentes a éste y a otros fasciolicidas han
sido reportadas en varias partes del mundo en rumiantes y el hombre, por lo que
nuevos enfoques de control son necesarios[4]. El desarrollo de una vacuna contra

F. hepatica, es una estrategia de control viable[5].

1.1 Ciclo bioldgico de Fasciola hepatica

El ciclo de vida de F. hepatica involucra a dos huéspedes: un intermediario
y un definitivo. El huésped intermediario incluye a caracoles del género Lymnaea
spp., donde el parasito experimenta una expansion clonal. En el huésped definitivo

(mamiferos), el parasito se convierte en adulto sexualmente maduro (Figura 1).

El huésped definitivo adquiere la infeccion tras el consumo de agua o
vegetacion contaminada con la fase infectante o metacercaria. Luego de la

ingestién de las metacercarias, se libera un parésito juvenil recién desenquistado



(NEJs, del inglés newly excysted juvenile) en el intestino delgado, éstos penetran
rapidamente la mucosa intestinal, atraviesan la cavidad peritoneal y alcanzan el
parénquima hepatico, donde los parasitos juveniles permanecen alimentandose de
tejido hepatico y sangre entre 8 a 12 semanas (ovinos y bovinos). Finalmente, los
parasitos se alojan en los conductos biliares, para completar su desarrollo y
maduracidn, iniciando con la produccion de una gran cantidad de huevos (~20,000
huevos/dia/parasito) que posteriormente, son arrastrados hacia la vesicula biliar,
llegan al intestino delgado y son excretados junto con las heces [1,6]. Los huevos
de F. hepatica continian su desarrollo en la pastura cuando las condiciones de
humedad (>50%), temperatura (10-30°C), pH (7-7.5) y tension de oxigeno son
favorables para desarrollar una larva ciliada (miracidio). ElI miracidio eclosiona del
huevo y busca activamente a caracoles del género Lymnaea spp., por
quimiotropismo y fototropismo positivo para continuar con su desarrollo. En el
interior del caracol, F. hepatica se transforma en esporocisto, redia y finalmente en
cercarias. Las cercarias son liberadas al exterior del caracol para enquistarse en la

vegetacion y/o el agua, transformandose en metacercaria [6,7].

e

Figura 1. Ciclo biolégico de Fasciola hepatica

1) Huéspedes definitivos de F. hepatica incluyen bovinos, ovinos y humanos: 1.1 El parasito se
desenquista en el intestino delgado del huésped definitivo, 1.2 NEJs migran a través del
parénquima hepéatico, se alimentan de tejido hepatico y sangre, 1.3 Juveniles entran a los
conductos biliares, 1.4 Los parasitos juveniles se desarrollan en adultos. 2) Huevos son liberados
junto con las heces, su embrionacion ocurre en el agua. 3) Eclosiona un miracidio que infecta al
caracol. 4) El parasito dentro del caracol, se desarrolla en esporocisto, redia y cercaria. 5) Las
cercarias son liberadas del caracol. 6) Metacercaria enquistada en pasto y/o agua (Tomado de
Cwiklinski et al., 2015, Genome biology 16(1):71 [8].
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1.2 Patologia de la fasciolosis en ovinos

En los animales infectados por F. hepatica, los dafios patolégicos y signos
clinicos dependen del grado de infeccion, estado nutricional, edad y si es primo-

infeccion o reinfeccion[6].

Los ovinos son la especie doméstica mas susceptible a la infeccién por F.
hepatica, presentan una fase aguda y cronica de la enfermedad. La fase aguda se
debe a la invasion y migracion de trematodos juveniles que se dirigen hacia el
parénquima hepatico. Las espinas del tegumento y ventosas del parasito provocan
lesiones traumaticas junto con hemorragia profusa en el intestino delgado, cavidad
abdominal y parénquima hepatico. El parénquima hepatico presenta cicatrices
fibrosas, tractos blanquecinos y parches en el I6bulo hepatico izquierdo[6,9]. Los
ganglios linfaticos hepéticos y mesentéricos estan aumentados de tamafio y
tumefactos. Los animales presentan ictericia, palidez de las mucosas, debilidad,
pérdida de la condiciébn corporal, distencion abdominal dolorosa al tacto y
eosinofilia. La fase cronica o fase biliar de la enfermedad, se asocia con la
presencia de los trematodos en los conductos biliares[6]. Los conductos biliares
estan engrosados, distendidos, fibréticos y calcificados, repletos de parasitos
hepéticos, ademas hay infiltracién inflamatoria de eosindfilos, linfocitos y células
plasméaticas[10,11]. Los animales presentan pérdida gradual de la condicién
corporal, debilidad progresiva, anemia, hipoproteinemia, edema subcutaneo en el
espacio inter-mandibular (mandibula de botella). Los ovinos infectados con 200 y
1000 metacercarias, las tasas de recuperacion de parasitos adultos varian entre
50% y 30%, respectivamente[6].

1.3 Diagnadstico de F. hepatica en animales domésticos

El diagndstico de fasciolosis depende de la historia clinica, signos clinicos
de la enfermedad, prevalencia de F. hepatica y resultados de laboratorio en
animales vivos. Diferentes métodos coproparasitoscopicos (CPS), inmunoldgicos y
moleculares se ha empleado para el diagnostico de F. hepatica, su eleccion

depende de la disponibilidad de las mismas y tipo de estudio a realizar.
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Los métodos CPS son los mas utilizados de forma rutinaria en laboratorios
de diagndstico convencionales, debido a que no requieren el uso de equipos
sofisticados, son faciles de realizar y son de bajo costo. Estos métodos se basan
en la deteccion de huevos del parasito durante la fase crénica de la enfermedad
(10 semanas post-infeccién, p.i). dichos métodos son adecuados para detectar
infecciones con moderada y alta intensidad, pero tienen baja sensibilidad en
infecciones leves[12]. Ademas, su sensibilidad se ve reducida por la eliminacion
intermitente de huevos en las heces y el nUmero de muestras analizadas, dando
resultados falsos negativos. La técnica de sedimentacion ha sido la mas
empleada para el diagnostico de fasciolosis en animales y el hombre, se basa en
la densidad de los huevos del trematodo, al ser mas densos descienden por
gravedad en una solucién acuosa; ademas, la adicién de un colorante de contraste
al sedimento, permite distinguir el color amarillo dorado de los huevos de F.
hepatica[13,14]. En ovinos, la deteccion de huevos de F. hepatica a traves de la
técnica de sedimentacion ha sido reportado a partir de la semana 10 post-
infeccion[6]. La fasciolosis puede ser confirmada en la necropsia al identificar el

parasito adulto en el higado de los animales[15].

Por otra parte, las técnicas inmunolégicas como son las pruebas
serolégicas presentan alta sensibilidad, reproducibilidad y a menudo son
rentables. El desarrollo de técnicas de ELISA basados en antigenos de excrecion-
secrecion de F. hepatica (FhES) han sido ampliamente usadas para la deteccién
de anticuerpos del isotipo IgG en los animales infectados desde la segunda
semana post-infeccion[16]. Sin embargo, debido a que los FhES son una mezcla
compleja de proteinas, podria haber reacciones cruzadas entre antigenos
comunes de F. hepatica con otros pardsitos, reduciendo su sensibilidad vy
especificidad[17,18]. Por lo anterior, el empleo de antigenos recombinantes de F.
hepatica como Catepsina L1 (FhCL1)[19,20], Saponsin 2 (Fh-SAP2)[21], Leucina
Aminopeptidasa y ferritina[22] han aumentado la sensibilidad (>99%) vy
especificidad (100%); no obstante, la deteccion de anticuerpos contra antigenos



del parasito a través del suero de animales infectados puede permanecer por
varios meses, por lo que hace dificil diferenciar entre animales con infeccion activa
0 cronica, asi como diferencias animales sanos previamente tratados con un
fasciolicida. El desarrollo de ELISA-sandwich utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos hacia FhES, FhCL1, FhSAP2 han sido empleados para la deteccion de
antigenos circulantes en suero o heces de animales infectados mostrando alta
especificidad (100%); ademas, esta técnica permite evaluar la efectividad de

tratamientos antihelminticos[14,23,24].

Los métodos de diagndéstico moleculares como la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), han sido empleados para la deteccion de F. hepatica al
amplificar los genes: espaciador transcrito interno (ITS, 292pb) y el gen del
citocromo C oxidasa 1 (423pb, COX1), como resultado, se ha logrado detectar
animales positivos a F. hepatica desde la segunda semana de infeccion[12]; sin
embargo, uno de los inconvenientes de estas pruebas, es la disponibilidad de
laboratorios con equipo adecuado y personal especializado, ademas del aumento
en los costos de las pruebas. La amplificacion isotérmica mediada por Loop de
acidos nucleicos ha surgido como una alternativa a la PCR, mostrando alta
especificidad (97.1%), pero baja sensibilidad (17.9%)[25].

1.4 Distribucién geografica de F. hepatica

F. hepatica estd ampliamente distribuida en todos los continentes, en
especial en zonas con clima templado. La prevalencia de F. hepatica en rumiantes
y el hombre esta relacionado con la distribucién geogréafica de caracoles del
género Lymnaea que fungen como huéspedes intermediarios, asi como las
condiciones de temperatura, humedad, vegetacion y tipo de suelo. La informacion
disponible de la prevalencia actual de F. hepatica a nivel mundial esta
subestimada debido a la falta de encuestas epidemioldgicas, sensibilidad y
especificidad del método de diagndstico usado y por ser asintomatica en

infecciones leves a moderadas[2,12].



En rumiantes y humanos, F. hepatica ha sido reportada en mas de 50
paises, incluyendo a los cinco continentes[26,27]. El rango de prevalencia de
fasciolosis en el continente Americano en ganado ovino va de 8.87% a 100%, en
caprinos de 24.5% a 100% y en bovinos de 3% a 66.7%. Los porcentajes de
prevalencia de fasciolosis en ovinos y caprinos de América fueron mas altos que

en Europa, Oceania, Asia y Africa [27].

En una recopilacién bibliografica que abarcé de 1879 a 2006 en la
Republica Mexicana sobre F. hepatica, el parasito ha sido reportado en todos los
estados de la Republica, excepto en Yucatdn y Quintana Roo, debido a sus
caracteristicas climatologicas y tipo de suelo que no permiten el desarrollo de los
huéspedes intermediarios[28,29]. Estudios sobre prevalencia de F. hepatica se
han reportado posterior al 2006; en la region noreste de México (municipios de
Guaymas y Cajeme, Sonora) se evalud la prevalencia de F. hepatica en ganado
bovino, caprino y ovino por conteo de huevos fecales y deteccion de IgG anti-F.
hepatica; la prevalencia de fasciolosis en bovinos, ovinos y caprinos fue de 8-27%
por conteo de huevos fecales y de 23-45% por deteccion de IgG anti-F.
hepatica[13]. Posteriormente, en 2015 se determiné la prevalencia de F. hepatica
en ganado lechero de los estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz a través de la
deteccion de IgG1l anti-F. hepatica a partir de muestras de leche a granel (717
muestras), la prevalencia global fue de 62.76%[30]. Dos afios mas tarde (2017),
en los mismo estados de Hidalgo, Puebla y Veracruz se analizo6 la prevalencia de
fasciolosis en ganado lechero confirmando prevalencias elevadas (63.56%)[31].
En otro estudio realizado en caprinos de la region Mixteca de México, se
determind la prevalencia de fasciolosis por la deteccion de 1gG anti-FhES (ELISA)
y deteccion de antigenos del parasito (ELISA sandwich); la prevalencia de F.

hepatica fue del 73% y 77%, respectivamente[32].

La fasciolosis humana en México ha sido poco reportada, debido a que la
enfermedad no es de declaracién obligatoria, por las técnicas CPS empleadas de
forma inadecuada o por el desconocimiento de la enfermedad. En un estudio
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realizado por Zumaquero y Col. (2013), muestras fecales de nifios de 10
localidades del municipio de Atlixco, Puebla fueron analizados para la deteccién
de huevos y antigenos de F. hepatica utilizando las técnicas de sedimentacion,
Kato-Katz y ELISA sandwich, los resultados de prevalencia en las diferentes
localidades variaron de 2.94% a 13.3% y fue clasificada como un &rea

mesoendémica con focos hiperendémicos de la enfermedad[33].
1.5 Importancia econdmica de F. hepatica en la ganaderia

Desde el punto de vista economico, F. hepatica causa enormes pérdidas
financieras a la ganaderia mundial, que varian de acuerdo a los diferentes
entornos epidemioldgicos. Las pérdidas econémicas pueden ser de forma directa
(muerte de animales) o indirecta. Las pérdidas indirectas se deben a disminucion
en la produccion de carne, leche, lana, disminucién en la ganancia de peso,
fertilidad, gastos en los tratamientos con fasciolicidas y decomiso de higados en el
rastro. A nivel mundial se ha estimado pérdidas anuales en la productividad por
fasciolosis por mas de tres billones de ddlares[2,3]. En bovinos infectados por F.
hepatica bajo sistemas ganaderos modernos, se ha reportado una reduccion en la
ganancia de peso (9%), disminucién de la produccion lactea (10%), prolongacion
del periodo de servicio (13 dias), aumento en el numero de servicios por
concepcion (0.75) y reduccion del peso de la canal (0.5-0.7%)[34].

En México, se estima que la prevalencia de fasciolosis bovina y ovina oscila
entre el 19 y 25%, respectivamente; en la fase cronica de la enfermedad, se ha
reportado 8-9% de reduccién en la ganancia diaria de peso por infecciones leves y
hasta un 20-28% en casos graves; en ganado lechero la produccién lactea puede
disminuir hasta un 14%, con un rango de 0.5 a 1.0kg por dia en los 305 dias de
lactacion, ademas de 0.328% de disminucion de solidos totales; aproximadamente
el 10% de bovinos sacrificados en rastros presentan higados infectados por F.
hepatica[35]. En ganado ovino, se han reportado pérdidas de peso desde 30gr

hasta 500gr por semana cuando estan infectados con 45 y 500 trematodos,
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respectivamente. En un estudio realizado en 2019, Villa-Mancera y Col. estimaron
las pérdidas de la produccion lactea en ganado lechero a nivel de granja mayor a
5 mil dolares; ademas, los gastos en tratamientos contra F. hepatica en ganado

joven y adulto por granja fue de 67.68 y 209.47 ddlares, respectivamente[31].
1.6 Control de F. hepatica por uso de antihelminticos

Existen diferentes estrategias de control para F. hepatica que incluyen:
métodos fisicos (drenaje de suelos, pastoreo restringido), quimicos (fasciolicidas,

molusquicidas) y biologicos (uso de patos, pajaros, etc).

En la practica, los compuestos antihelminticos son los mas utilizadas contra
F. hepatica, como el albendazol, clorsulon, closantel, nitroxinil, oxiclozanida y
tricabendazol (TCBZ)[36]. El TCBZ es eficaz contra las fases juveniles y adultas
del parasito por lo cual ha sido el fasciolicida de eleccion para el tratamiento de la
fasciolosis en bovinos y ovinos [37,38]. Sin embargo, debido al uso continuo e
indiscriminado del TCBZ, poblaciones de F. hepatica resistentes (TCBZ-R) han
sido reportadas en rumiantes de varias partes del mundo[4]. El primer caso de
resistencia al TCBZ fue reportado en ovinos de Australia que al recibir el
tratamiento, el conteo de huevos fecales solo se redujo en un 21%[39]. Reportes
posteriores de resistencia al TCBZ-R han sido sefalados en ganado ovino y
bovino de Escocia, Paises bajos, Espafia, Nueva Zelanda, Argentina, Perq, Chile,
entre otros [4,39-41]. Ademads, recientemente poblaciones de F. hepatica
resistentes al albendazol, clorsulon, closantel y nitroxinil han sido reportados(4,42].
Para el caso de la fasciolosis humana, el fluquicida de eleccion es el TCBZ, sin
embargo, reportes de resistencia al compuesto han sido sefialados en los Paises
bajos, Chile, Turquia y Perd[4,26], confirmando la urgente necesidad por métodos
de control alternativos. La induccién de una respuesta inmune protectora a través
de la vacunacion de los animales contra F. hepatica, es una alternativa viable ya

gue son seguras, no dejan residuos quimicos en los alimentos y son amigables



con el medio ambiente; ademas, las vacunas son bien aceptados tanto por

productores y consumidores de alimentos de origen animal[3,5].

1.7 Respuesta inmune del huésped e inmunoevasion por F. hepatica

El estudio de la respuesta inmune contra la infeccion por F. hepatica en
animales de laboratorio ha sido analizada ampliamente; en ratas infectadas
naturalmente por F. hepatica, el parasito es cubierto rapidamente por IgG1 e 1gG2,
tras ser rodeados por eosinoéfilos durante su migracion intestinal, los parasitos son
eliminados por el mecanismo de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) de forma eficiente[43]; sin embargo, este mecanismo de inmunidad contra

el parasito no se extrapola de manera eficiente en los rumiantes.

Los ovinos son muy susceptibles a la infeccion por F. hepatica, llegando a
sufrir muerte subita por destruccion de tejido hepatico por cargas parasitarias
elevadas (especialmente corderos). Por el contrario, los bovinos muestran cierto
nivel de resistencia a la infeccion, relacionado por su capacidad de restringir y
reparar el dafio hepéatico, al desarrollar fibrosis y calcificacién de los conductos
biliares. El sistema inmune innato juega un papel importante en la defensa contra
la infeccion, que incluyen una rapida activacion de eosindfilos y macrofagos (MO®).
En bovinos infectados, a las 4 semanas post-infeccion (SPI) el conteo de
eosinofilos es elevado y persiste hasta las 16 SPI. En ovinos, ocurre una
respuesta bifasica de eosindfilos, el primer pico se detecta a las 4 SPIl y el
siguiente pico entre la 9-10 SPI. El parasito juvenil de F. hepatica es susceptible a
la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC), a través de lgG2a
mediado por oOxido nitrico (ON) liberado por los macréfagos peritoneales de
ratas[43]. En ovejas indonesas de cola delgada (ITT), se ha demostrado que son
resistentes a la infeccién contra F. gigantica a través de la ADCC, donde los
macréfagos y eosindfilos liberan radicales superdxido. Contrario a lo ocurrido en
ovejas ITT protegidos contra F. gigantica, en ovinos y caprinos vacunados que

mostraron cierto grado de proteccién contra F. hepatica tuvieron un conteo



reducido de eosindfilos. En bovinos, los macréfagos también median la ADCC
contra F. hepatica, una reduccién en la activacion de macréfagos activados de
forma alternativa (AAM®) se ha vinculado con proteccidén en terneros vacunados
de forma experimental, mediada por M® que liberan ON, ademas de un entorno

de citocinas Th1l, altamente dependiente de 19G2[2,44-46].

Una respuesta inmune tipo Thl con una proporcion elevada de IgG2 sobre
IgG1 ha sido relacionada con resistencia a F. hepatica en bovinos inmunizados
con nFhCL1[47]. Del mismo modo, en ovinos inmunizados con rFhLAP hubo una
asociacion entre niveles de IgG2 con reduccion en la carga parasitaria. Por el
contrario, una respuesta tipo Th2 con niveles de expresion de IL-4 > IFN-y en
linfonodos y niveles de IgG1>IgG2, se correlacionaron con patologia en el
huésped definitivo. Durante la fase aguda de la infeccion, los bovinos muestran
una respuesta inmune mixta con niveles elevados de IL-4, IFN-y, IL-10 y TGF-(3.
Sin embargo, conforme la infeccién progresa, la respuesta inmune Th2/Treg llega
a ser dominante. Durante los estados crénicos de la enfermedad, las células Tregs
liberan citosinas que median la respuesta Th1/Th2. En ovinos infectados con F.
hepatica (a las 3 SPI) ocurren eventos similares, presentan un perfil mixto de
citosinas Th1/Th2 en el bazo, conforme la infeccién progresa hay un aumento en
la expresion de citosinas anti-inflamatorias por células Th2[45,46].
La respuesta inmune humoral en animales vacunados a base de catepsina L,
generan altos titulos de IgG1l e 19gG2, lo que sugiere que la proteccién se asocia

con la induccién de una respuesta Thl o una respuesta mixta Th1/Th2[45,46].

El éxito de la infeccién por F. hepatica sobre su huésped se debe a una
serie de antigenos del tegumento, antigenos de excrecidon secrecion y vesiculas
extracelulares que le permiten modular la respuesta inmune del huésped hacia un
fenotipo no protector tipo Th2. El desprendimiento de la superficie de su
tegumento junto con la renovacion de proteinas sintetizadas por las células
subtegumentales del parasito, propician una inmunidad que no es efectiva;

ademas, F. hepatica posee enzimas antioxidantes (Glutation-S transferasa, GST,
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superoxido dismutasa, SOD) que lo protegen de las especies reactivas al oxigeno,
oxido nitrico y reactivos intermediarios del nitrogeno (RNI) liberadas por los
macrofagos y eosinofilos; asi mismo, el parasito expresa la peroxirredoxina, una
proteina que induce una potente respuesta inmune Th2 al activar los macréfagos
de forma alternativa[46]. A través de las proteasas secretadas, F. hepatica es
capaz de escindir inmunoglobulinas en la regidén de la bisagra y asi prevenir la
union mediada por anticuerpos de eosindfilos a la superficie del parasito (Figura
2)[48,49].

De los efectos inmunomoduladores que realiza F. hepatica incluyen: la
inhibicion de la generacion de radicales libres en los neutréfilos de bovinos y la
activacion alternativa de los macrofagos, piedra angular de la respuesta inmune
contra helmintos, facilitando la diferenciacion de células Th2; ademas, los
productos de E/S de F. hepatica pueden inducir la apoptosis de eosindfilos [46]. Al
modular la respuesta inmune del huésped hacia un fenotipo anti-inflamatorio
gracias al repertorio de moléculas que el parasito posee (catepsina L, B,
peroxirredoxina, catelicidina), éstas se han utilizado como blancos vacunales en

ensayos de inmunoproteccion en rumiantes[5].
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Figura 2. Principales mecanismos de evasion inmune de F. hepatica contra

ADCC montadas por el huésped.
Los mecanismos de evasién inmune por F. hepatica en el huésped definitivo involucran: la

produccién de superdxido dismutasa y glutation S-transferasa que neutralizan los radicales
superoxido, la escision de inmunoglobulinas involucradas en la ADCC y la produccion de
anticuerpos blogueantes que pueden inhibir la adhesién de eosindfilos a los trematodos. Tomado
de chauvin y Col. (2010), Journal of Biomedicine & Biotechnology (2010): PMC2817558[49].

1.8 Antigenos de F. hepatica evaluados como posibles inmunogenos

Se han empleado diferentes enfoques para identificar antigenos candidatos
vacunales para F. hepatica, incluyendo el andlisis de antigenos que reaccionan de
forma cruzada con sueros de otros trematodos, antigenos que son codificados por
genes ortélogos de candidatos vacunales existentes en otros parasitos y la
selecciéon racional de antigenos que son considerados como criticos para la

biologia del parasito [5,45].

Un considerable nimero de ensayos de vacunacion se han realizado
utilizando antigenos purificados directamente del parasito (nativo) o expresados en
sistemas heterdlogos (recombinantes) como posibles antigenos candidatos contra
F. hepatica evaluados en animales de laboratorio y rumiantes de importancia
econdmica (bovinos, ovinos, caprinos), con resultados de proteccion elevados en

el primer caso, pero variables en rumiantes (Tabla 1). Entre los antigenos
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propuestos como candidatos vacunales contra F. hepatica se encuentran:
proteinas de union a &cidos grasos (FABP), glutation S-transferasa (GST),
paramiosina, peroxirredoxina (Prx), hemoglobina (Hb), catepsina B (FhCB),
catepsina L (FhCL) y leucina aminopeptidasa (FhLAP).

1.8.1 Proteinas de union a acidos grasos

Las proteinas de unién a acidos grasos (FABP) son una familia de proteinas
de ~14-15kDa, se han localizado en el tegumento del parasito adulto y han sido
detectados en los exosomas liberadas por F. hepatica[50]. Estas proteinas se
encuentran en mayor abundancia en los parasitos adultos que en los juveniles.
Debido a que F. hepatica es incapaz de sintetizar sus propios acidos grasos, los
obtiene directamente de la sangre de su huésped a través de los FABP[51].
Ademads, los parasitos emplean a los FABP como un mecanismo de resistencia
antihelmintica, al regular su exposicioén al TCBZ por el secuestro y expulsion del
farmaco[52]. Los FABP modulan el sistema inmune del huésped, al inducir la
activacion alternativa de macréfagos hay un aumento de la expresion y actividad
de la arginasa, con reduccion de la produccidén de 6xido nitrico y regulacion a la
baja de la secrecién de citocinas pro-inflamatorias; ademas, los FABP estimulan la
sobreexpresion de IL-10 en macréfagos[52,53].

Estudios previos han demostrado que los FABP son entre los candidatos
vacunales promisorios contra F. hepatica ya que inducen niveles significativos de
proteccion (reduccién de la carga parasitaria), efectos anti-fecundidad (reduccién
en la produccion de huevos) y efectos anti-patologia en el higado del huésped[54].
En bovinos inmunizados con FABP nativo se obtuvo un 55% de proteccion
comparado con el grupo control de la infeccion[55]. En ovinos inmunizados con el
mismo antigeno, los niveles de proteccion inducido fueron del 24-42%, aunque
este nivel de proteccion no fue reproducible en otro ensayo de vacunacion. Tras
obtener la forma recombinante de FABP (Fh15) y ser usado como inmundgenos

en ovinos, una reduccién del 43% fue obtenido, sin embargo, este nivel de
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proteccion no fue consistente en otro ensayo de vacunacién empleando la misma
especie. Al utilizar un ortélogo de FABP de Schistosoma mansoni (rSm14) como
antigeno vacunal en ovinos contra la infeccidon por F. hepatica, los niveles de
proteccion superaron el 98%, sin embargo, este ensayo involucré a 4 ovinos, por
lo que requiere un mayor numero de animales y repeticiones para validar este
resultado[45,56].

1.8.2 Glutation S- transferasa

Los Glutation S-transferasa (GST) de F. hepatica tienen un peso de ~23-
26.5kDa, son isoenzimas implicadas en las interacciones huésped-parasito y se
encuentran distribuidos en todo el tejido del parasito. Estas isoenzimas constituyen
aproximadamente el 4% de la proteina soluble total de F. hepatica y han sido
propuestos como dianas de farmacos, ya que se ha relacionado con la resistencia
al TCBZ[57]. Ademas, los GSTs realizan actividades de desintoxicacion general de
toxinas xenobidticas, modulacion del sistema inmune del huésped y estan

implicadas en el desarrollo de huevos del parasito[58,59].

La GST nativa de F. hepatica ha sido ampliamente evaluado en bovinos,
ovinos y caprinos como antigeno vacunal. En ovinos vacunados con GST nativo
se logr6 un 57% de proteccion tras la infeccion experimental con metacercarias de
F. hepatica[60]. Sin embargo, en ocho ensayos vacunacion independientes con
GST nativo en ovinos, se obtuvo en promedio 29% de proteccion (rango 0-69%);
asi mismo, en bovinos inmunizados con GST, los niveles de proteccion fueron
variables de 0-69%. Contrario a los resultados de proteccidn en ovinos y bovinos,
en caprinos tras ser inmunizados con GST nativo o recombinante fallo en inducir

proteccion contra la infeccion[45,51].

1.8.3 Paramiosina

La paramiosina (FhPrm) es una proteina de membrana fibrilar distribuida

ampliamente en invertebrados, pero ausente en vertebrados. La FhPrm tiene un
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peso molecular de ~97kDa y se ha localizado en la superficie del tegumento,
musculo subtegumental, testiculos y en fibras musculares rodeando el intestino del
parasito adulto. La FhPrm constituye un componente estructural del aparato
contractil del parasito, ademéas de modular el sistema inmune del huésped; esta
proteina se expresa en la superficie del parasito y puede estar implicada en
estrategias de inmunoevasion debido a sus actividades de union a
inmunoglobulinas, colageno y proteinas del complemento[61,62]. Al utilizar a
FhPrm nativo como inmundgeno contra el trematodo hepético en bovinos, un 47%
de proteccion fue obtenido. Sin embargo, en ovinos inmunizados con el mismo
antigeno no logré reducir de forma significativa los trematodos comparados con el

grupo control de la infeccion[45].

1.9 Principales blancos a vacuna contra F. hepatica: Catepsina L y Leucina

Aminopeptidasa

F. hepatica contiene endopeptidasas (FhCL1) que participan en la
interrupcién de los mecanismos de defensa inmune del huésped dirigidos contra
los tejidos del parasito. Ademas, FhCL1 y FhLAP facilitan la migracion del parasito
a través de los tejidos del huésped y la adquisicién de nutrientes, por ello se han
propuesto como candidatos promisorios para el desarrollo de una vacuna

comercial contra F. hepatica.

1.9.1 Leucina Aminopeptidasa

Las aminopeptidasas son una familia de exopeptidasas dependientes de
zinc que hidrolizan residuos de aminoacidos en el extremo amino de sustratos
peptidicos. En helmintos parasitos, la leucina Aminopeptidasa (LAP) participa en
diferentes procesos de sus ciclos de vida; en Schistosoma mansoni, se ha
demostrado a través de ensayos de RNA de interferencia (RNAI) hacia LAP, que
estan involucradas en la eclosion de miracidios[63], en Haemonchus contortus se
ha relacionado a LAP en los procesos de eclosion de huevos y muda de la

cuticula[64]; ademés, mutantes nulos de LAP en C. elegans tuvieron una tasa de
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crecimiento mas lenta y un inicio tardio en la puesta de huevos[65]. Debido a lo
anterior, estas aminopeptidasas son consideradas como blancos farmacoldgicos y

candidatos a vacuna contra la infeccion parasitaria.

La leucina Aminopeptidasa de F. hepatica (FhLAP) se expresa en los
diferentes estadios del ciclo de vida del parasito: se ha detectado en miracidios,
metacercarias, juveniles recién desenquistados y en pardsitos adultos[66]. Este
antigeno fue inicialmente aislado, purificado y caracterizado a partir de un extracto
soluble en detergente (DOC) del parasito adulto (nFhLAP), con un peso molecular
de ~65kDa. Por estudios histoquimicos y de microscopia electronica, nFhLAP se
detectd en las células epiteliales que recubren el tracto digestivo del pardsito
adulto (Figura 3), por lo que se cree que participa en las etapas finales del
catabolismo de péptidos que son generados por la degradacién de tejidos y
sangre del huésped por accion de otras endopeptidasas (catepsina Ls) y ser

empleadas el anabolismo proteico del parasito[67].

/ (B)r BT W ©

Figura 3. Detecciéon de FhLAP en el intestino de F. hepatica adulta por
microscopiainmunoelectrénica.

(A) Localizacion de FhLAP en la célula secretora intestinal; se observan las vesiculas secretoras y
microvellosidades que forman las laminas superficiales de las células secretoras intestinales de F.
hepatica. (B) Localizacién de FhLAP en las microvellosidades y el citoplasma de la célula epitelial.
(C) Control sin anticuerpo primario en una vista similar a B. Barra de escala A: 2 ym, B y C: 500nm.

Tomado de Acosta et al., 2008, Molecular & Biochemical Parasitology (158):52-62[66].

El potencial inmunogénico de nFhLAP fue analizado en ovinos, para ello,
ovinos de raza Corriedale fueron inmunizados en dos ocasiones con 100ug de

FhLAP emulsionado con el adyuvante completo e incompleto de Freund (ACF,
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AIF) y luego se desafiaron con 300 metacercarias de F. hepatica. Los ovinos
inmunizados con nFhLAP tuvieron 89.6% de proteccidon comparado con el grupo
control; ademas, 4 de 6 ovinos inmunizados no presentaron trematodos en el
higado y el suero de estos animales contenian anticuerpos neutralizantes hacia
FhLAP[68].

Posteriormente en el aflo 2008, Acosta y Col. describen la produccion
funcional de una FhLAP recombinante de F. hepatica (rFhLAP), con las
propiedades similares a la nFhLAP. Al evaluar la capacidad inmunogénica de
rFhLAP en conejos, indujo una proteccidén significativa del 78% junto con una
robusta respuesta de anticuerpos de IgG anti-rFhLAP en suero de animales
inmunizados[66]. En un segundo ensayo de inmunizacioén con rFhLAP realizado
por Maggioli y Col. (2011) emplearon 60 ovinos divididos en 6 grupos (n=10); se
mezclaron 100ug de rFhLAP con diferentes tipos de adyuvantes: ACF/AIF,
hidréxido de aluminio, adyuvac 50, DEAE-D o RiBi, y se inyectaron en dos
ocasiones por via subcutanea; tras la infeccion, los animales mostraron
reducciones significativas en la carga parasitaria en un rango de 49.5% a 86.9%,
siendo este el mejor nivel de proteccién logrado hasta la fecha empleando un solo
antigeno contra F. hepatica[69]. Sin embargo, la eficacia de LAP no ha sido
evaluada aun en bovinos, ademas de que es necesario realizar mas ensayos de

vacunacion para validar el alto nivel de proteccion.

1.9.2 Cisteina- proteasas: CatepsinalL

Las cistein-proteasas, entre ellas catepsina L (FhCL) son producidas por
todos los estados del ciclo de vida de F. hepatica y estan involucradas en
funciones cruciales del parasito entre ellas: el desenquistamiento de los NEJs,
nutricion, invasion de tejidos y evasion del sistema inmunolégico del huésped
(Figura 4). Estudios filogenéticos revelan que F. hepatica expresa dos tipos de
endopeptidasas denominadas: catepsina B (FhCB, 11 clados) y catepsina L

(FhCL1-FhCL5, 5 clados), los diferentes clados de ambas peptidasas surgieron
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por divergencia del sitio activo que muestran sobrelapamiento pero con diferente
especificidad de sustrato. Las peptidasas FhCB y FhCL se expresan en vesiculas
dentro de las células epiteliales intestinales del parasito en forma de zimdgenos
inactivos. La proteasa FhCB se expresa particularmente en los estados juveniles
del parasito, mientras que las proteasas de FhCL se expresan en todos los
estados del parasito. Los diferentes niveles de expresion de FhCB y FhCL se
correlacionan con el paso de los parasitos a través de los diferentes tejidos y

contacto con macromoléculas del huésped[70].

Los principales componentes de los productos de excrecion-secrecion de F.
hepatica adulta incluyen a FhCL1, FhCL2 y FhCL5, siendo FhCL1 el componente
principal representando mas del 60% del secretoma del parasito. La FhCL1 tiene
326 aminoéacidos (aa), 17aa corresponden a la secuencia sefial, 90aa la secuencia
de activacién y 219aa conforman a la proteina madura. La FhCL1 se localiza en
las células epiteliales gastrodermales en todo el intestino del parasito adulto,
empaguetadas en vesiculas secretoras como zimogenos inactivos (proFhCL1), al
ser secretados al lumen intestinal acido del parasito, se activan por escision
autocatalitica en la FhCL1 madura, con un peso molecular de ~27 kDa. Se ha
demostrado que F. hepatica segrega pequefas vesiculas similar a los exosomas
(~=30-100nm) que transportan FABP, tiorredoxina, peroxirredoxina y FhCL1 en
forma inactiva (proFhCL1), sugiriendo un papel importante en las estrategias

inmunomoduladoras del parasito[70,71].

La FhCL1 esta involucrada en varios aspectos de la patogenicidad del
trematodo, (1) facilita la migracién del parasito a través del intestino y el higado del
huésped, al escindir las proteinas de la matriz intersticial como la fibronectina,
laminina y colageno, (2) participa en la adquisicion de nutrientes al catabolizar las
proteinas del huésped (sangre y tejido) a péptidos absorbibles para su
anabolismo, (3) participa en la defensa del parasito contra el sistema inmune del
huésped, al escindir la region de la bisagra de las inmunoglobulinas previniendo la

citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y (4) Suprime la
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respuesta inmune Thl del huésped haciéndolos mas susceptibles a infecciones
bacterianas concurrentes[46,70]. La adquisicion de nutrientes del parasito adulto a
través de FhCL1 se debe a que esta proteasa acomoda preferentemente
aminoacidos hidrofébicos como Leu, Ala, Phe y Val que son los mas comunes de
la hemoglobina, convirtiéndolos a pequefios péptidos de 3-14 aminoacidos en un
ambiente acido (pH 4.0)[48].

1. Recién desenquistados 2. Juveniles migratorios 3. Adultos maduros

Migrating juvenile flukes
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Figura 4. Regulacion de peptidasas de catepsinas de F. hepatica durante su
desarrollo.

(1) Los parésitos recién desenquistados penetran la pared duodenal y atraviesan la cavidad
peritoneal del huésped a través de FhCL3 y FhCB. (2) Los trematodos inmaduros migran por el
parénquima hepatico, digiriendo proteinas y degradando colageno por FhCL1 y FhCL2. (3) Los
parasitos llegan a los conductos biliares, maduran y obtienen nutrientes a través de la digestion de
hemoglobina de su huésped. Las peptidasas FhCL1, FhCL2 y FhCL5 son las Unicas liberadas por
el parasito adulto. Tomado y modificado de Cwiklinski et al., 2019. Advances in Parasitology (104):
113-164[70].

Debido a la importancia de FhCL1 en la biologia del trematodo, se ha
propuesto como potencial candidato vacunal contra la fasciolosis en rumiantes.
Durante los primeros ensayos de vacunacion utilizando FhCL nativa, Wijffels y Col.
(1994), demostraron que ovinos inmunizados con la proteasa alcanzaron titulos
elevados de anticuerpos anti-FhCL, con una reduccion significativa en el conteo de

huevos fecales mayor al 69%, sin embargo, no se redujo la carga parasitaria con
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la vacunacion[72]. Luego en 1996, Dalton y Col. evaluaron la eficacia de FhCL
emulsionada con adyuvante completo/incompleto de Freund’s (ACF/AIF) como
vacuna contra fasciolosis en bovinos, logrando reducir la carga parasitaria en un
rango de 38.2-69.5%, ademas de disminuir significativamente la eliminacion de
huevos en 40.6-65%[73]. En otro ensayo de inmunizacion usando FhCL1, ovinos
Corriedale fueron inmunizados con 100ug del antigeno en dos ocasiones, tras el
desafio con la fase infectante, los ovinos inmunizados lograron reducir la carga
parasitaria en un 34%, junto con un 70% de reduccion en el conteo de huevos

fecales[68].

Para realizar estudios fisico-quimicos, bioquimicos y ensayos de
inmunogenicidad con FhCL1 nativo a menudo era necesario purificar grandes
cantidades de la proteina directamente del parésito, por lo que es un trabajo
tedioso, ademas, la concentracion proteica obtenida varia entre cada lote. Para
resolver este inconveniente, investigadores clonaron y expresaron a FhCL1 en
forma recombinante en dos sistemas de expresion: Saccharomyces cerevisiae y
Pichia pastoris, logrando obtener a la proteasa funcional[48,74]. Por otra parte,
utiizando la tecnologia de despliegue de fagos (phage display), se han
seleccionado y utilizado mimotopos de FhCL como inmundgenos para ensayos de
inmunizacion en rumiantes; como resultado, los porcentajes de proteccion en
ovinos han sido del 47-51% y en ganado caprino del 46-79%, asi como altos
titulos de anticuerpos 1IgG1/IgG2 anti- mimotopos FhCL, indicando una respuesta
mixta Th1/Th2[75-78].

La eficacia de rFhCL1 como antigeno vacunal contra F. hepatica ha sido
evaluada en diferentes ensayos de vacunacion empleando bovinos, ovinos y
caprinos. En bovinos inmunizados con 200ug de rFhCL1 emulsionado con los
adyuvantes Montanide ISA 70VG o ISA 206VG por via subcutanea, indujeron 47.2
y 49.2% de reduccién en la carga parasitaria comparado con el grupo control,
ademas, los niveles de arginasa de macréfagos en animales inmunizados fueron

mas bajos, indicando que la activacion alternativa de los macréfagos inducida por
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el parasito fue alterado por la inmunizacion[44]. Posteriormente, Garza-Cuartero y
Col. (2018), realizaron dos ensayos de vacunacion en bovinos utilizando la rFhCL1
en diferentes paises (ensayo | y IlI). La reduccion de la carga parasitaria en
bovinos inmunizados con el antigeno fue del 43% para el ensayo |, pero no se
logré proteccién en el segundo ensayo[79]. Otros ensayos de inmunizacion
empleando a rFhCL1 se han realizado en ovinos y caprinos, sin embargo, no se
logré proteccion significativa[45]. Los cuerpos de inclusién de Escherichia coli
conteniendo la cisteina proteasa W recombinante (rCPFhW) como antigeno
vacunal, han logrado inducir 54-56% de proteccion en bovinos, sin embargo, en
ovinos el nivel de proteccion ha sido nulo o bajo (35%)[45], por lo que se requieren
mas ensayos de vacunacion utilizando este inmundgeno para validar su grado de

proteccion.

Otras proteinas nativas evaluadas como antigenos vacunales contra F.
hepatica incluyen a la: peroxirredoxina (FhPrx), hemoglobina (FHb), un inhibidor
de tripsina tipo Kunitz; en bovinos inmunizados con FhPrx nativa, se logré una
proteccion del 43% comparado con el grupo control de la infeccion[45,51].
Recientemente, dos proteinas recombinantes fueron evaluadas como posibles
inmundgenos contra F. hepatica en rumiantes: la tiorredoxina y la proteina 14-3-

3z; sin embargo, no lograron inducir proteccion tras la vacunacion[45].
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Tabla 1. Porcentajes de proteccion contra F. hepatica en

empleando antigenos unitarios como inmundgenos

rumiantes

Antigeno Forma Huésped Proteccidon (%) Referencia
FABP Nativo Bovinos 55% Hillyer et al., 1987
Nativo Fh12 Ovinos NS Ramajo et al., 2001
Nativo Ovinos 24% Martinez-Fernandez et al., 2004
Nativo Fh12 Ovinos 42% Lopez-Aban et al., 2008
rFh15 Ovinos NS Ramajo et al., 2001
rSmil4 Ovinos 98.5% (n=4) Almeida et al., 2003
rFh15 Ovinos 43% Lopez-Abén et al., 2007
Paramiosina Nativo QOvinos NS Spithill et al., 1999b
Nativo Bovinos 47% Spithill et al., 1999b
GST Nativo Ovinos 57% Sexton et al., 1990
Nativo Bovinos 0-69% Morrison et al., 1996
Nativo Ovinos 29% Datos de 8 ensayos citados en
rango 0-65% Spithill et al., 1999b
Nativo Bovinos 43% Datos de 4 ensayos, citados en
rango 0-69% Spithill et al., 1999b
Nativo Caprinos NS Buffoni et al., 2010
Péptido Sm14 Caprinos NS Zafra et al., 2008
rSmil4 Caprinos NS Buffoni et al., 2012;
Mendes et al., 2010a
rFhGST-S1 Caprinos NS LaCourse et al., 2012
Molécula tipo Kunitz Nativo Ovinos/ NS Spithill et al., 1999b
Bovinos
Peroxirredoxina rPrx Caprinos NS Mendes et al., 2010b
rPrx Caprinos NS Buffoni et al., 2012
Catepsina L Nativo Ovinos 69% (en FEC) Wijffels et al., 1994
CL1 nativo Bovinos 42-69% Dalton et al., 1996
CL1 nativo Ovinos 34% Piacenza et al., 1999
CL2 nativo Ovinos NS Piacenza et al., 1999
M-CL1/CL2 Ovinos 47% Villa-Mancera et al., 2008
rCL1 Bovinos 48% Golden et al., 2010
rCL1 Caprinos NS Pérez-Ecija et al., 2010
M-CL1 Ovinos 51% Villa-Mancera (2012)
rCL1 Caprinos NS Buffoni et al., 2012
rCL1 Caprinos NS Zafra et al., 2013
M-CL1 Caprinos 46-79% Villa-Mancera et al., 2014
rCL1 Bovinos 37.6% Garza-Cuartero et al., 2018
rCL1 Bovinos NS Garza-Cuartero et al., 2018
rCL1 QOvinos NS Pacheco et al., 2017
Hemoglobina (Hb) Nativo Bovinos 43% Dalton et al., 1996
rHbF2 Bovinos NS Dewilde et al.,2008
Catepsina CPFhW C. Bovinos 54% (n=3) Wedrychowicz et al., 2007
C.l Ovinos NS Wedrychowicz et al., 2007
rCPFhW Bovinos 56.2% Wesotowska et al.,2018
rCPFhwW Ovinos 35.5% Wesotowska et al., 2018
LAP Nativo Ovinos 89% Piacenza et al., 1998
rFhLAP Ovinos 49-86% Maggioli et al., 2011
Tioredoxina ITGR Bovinos NS Maggioli et al., 2016
Proteina 14-3-3z rFh14-3-3z Ovinos NS Pérez-Caballero et al., 2018
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r: recombinante; M: mimotopos; C.I: Cuerpos de inclusion; FABP: Proteina de union a
acidos grasos; rFh12: proteina de 12kDa; GST: Glutation S-transferasa; CL1/CL2:
Catepsina L1 o L2; CPFhW: Cistein proteasa de F. hepatica W; LAP: leucina
aminopeptidasa; Hb: Hemoglobina; rHbF2: Hemoglobina F2 recombinante; Prx:
Peroxirredoxina recombinante; rSm14: FABP recombinante de Schistosoma mansoni; NS:
no significativo; FEC: Conteo de huevos fecales; FIA: Adyuvante incompleto de Freund;
TGR: Tiorredoxin Glutation Reductasa; rTGR: Tiorredoxin Glutation reductasas
recombinante; rFh14-3-3z: Proteina 14-3-3z de F. hepatica. Modificado y actualizado de
Toet et al., 2014. International Journal of Parasitology (44):915-927[45].

1.10 Combinacion de antigenos vacunales contra F. hepatica

La mayoria de los ensayos de vacunas experimentales contra F. hepatica
se han realizado utilizando antigenos nativos o recombinantes en forma individual,
con resultados variables de proteccion en rumiantes. Probablemente, estos
resultados variables de proteccion reflejen la importancia de usar dos 0 mas
antigenos como vacunas multivalentes que induzcan mejor respuesta inmune

protectora contra la infeccion (Tabla 2).

Se ha demostrado que la combinacion de dos o mas antigenos nativos
como inmundgenos contra F. hepatica inducen altos niveles de protecciéon
significativos en ganado vacuno, al inmunizar bovinos Holstein con FhCL1/Hb (G1)
o FhCL2/Hb (G2) empleando el adyuvante de Freund’s en tres ocasiones y tras el
desafio con 600 metacercarias de F. hepatica, hubo una reduccion de la carga
parasitaria del 51.9% y 72.4%, respectivamente[47,73]; ademas de una reduccién
en la viabilidad de huevos del parasito mayor al 98%, indicando que la vacunacion
tuvo efecto anti-embrionaciéon[73]. En otro ensayo de inmunizacion utilizando una
combinacion de FhCL1/Hb y FhCL1/FhCL2, lograron inducir un 29-55% de
proteccion en ganado bovino[80]. En el caso de ovinos, la vacunaciéon con
FhCL1/FhCL2 mostraron una eficacia no significativa del 60% y en ovinos
inmunizados con FhCL1/FhCL2/FhLAP indujo 79% de proteccion, sin embargo, en
otro grupo de ovinos inmunizados solo con FhLAP se logr6 un 89% de

proteccion[68].
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El uso de antigenos recombinantes como vacunas multivalentes ha sido
poco evaluada. Buffoni y Col. (2012), inmunizaron caprinos con una combinacion
de antigenos FhCL1/FhPrx/Sm14, sin embargo, la inmunizacion en animales no
logré reducir la carga parasitaria[81]. Posteriormente, en 2018 Norbury y Col.
utilizaron la combinacion de dos proteasas: FhCB2 (fase inmadura) y FhCL5 (fase
adulta) de F. hepatica como candidatos vacunales contra el parasito evaluado en
ovinos; los animales fueron inmunizados por via intramuscular o nasal, logrando
niveles de proteccion significativa del 20.9% y 40.5%, respectivamente. Ademas,
una reduccion en la viabilidad de huevos del parasito mayor al 90% fue obtenido
en animales inmunizados por via nasal[82]. Las vacunas multivalentes que
incluyen dos o mas proteinas completas del trematodo pueden mejorar el nivel de
proteccion, pero también pueden provocar un efecto negativo sobre la induccion
de una respuesta inmune protectora contra la infeccion en los animales,
probablemente este efecto negativo se deba a la combinacion inadecuada de
antigenos que produzcan competicion antigénica. Un enfoque poco empleado en
el desarrollo de vacunas contra parasitos son las proteinas quiméricas, las cuales
pueden contener secuencias antigénicas de diferentes antigenos importantes para
el parasito en una sola molécula que sea capaz de inducir una potente respuesta

inmune contra la infeccion.

Tabla 2. Niveles de proteccion contra F. hepatica en rumiantes empleando
una combinacion de antigenos como inmundgenos

Antigeno Forma Huésped Proteccion Referencia
CL1+Hb Nativo Bovinos 51% FCA/FIA | Dalton et al., 1996
CL2+Hb Nativo Bovinos | 729% FCA/FIA | Dalton etal., 1996; Mulcahy
etal., 1998
CL2+Hb Nativo Bovinos 11% FIA Mulcahy et al., 1998
CL2+Hb Nativo Bovinos 29% FCA/FIA | Mulcahy et al., 1999
CL1/CL2 Nativo Bovinos 55% Mulcahy et al., 1999
CL1/CL2 Nativo Ovinos NS Piacenza et al; 1999
CL1/CL2/LAP Nativo Ovinos 79% Piacenza et al; 1999
CB2/CL5 Recombinante | Ovinos 20.9-40.5% Norbury et al; 2018
FhCL1/FhPrx/Sm14 | Recombinante | Caprinos 10.1% Buffoni et al., 2012

CL1/CL2: Catepsina L1 o L2; LAP: leucina aminopeptidasa; Hb: Hemoglobina. Prx:
Peroxirredoxina; rSml4: FABP recombinante de Schistosoma mansoni; CB2/CL5;
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Catepsina B2/ Catepsina L5. Modificado y actualizado de Toet et al., 2014. International
Journal of Parasitology (44):915-927[45].

1.11 Uso de proteinas quiméricas contra parasitos

El enfoque de proteinas quiméricas que incluye epitopes de células B o T
presentes en la secuencia de aminoacidos de proteinas candidatas a vacunas,
podria aumentar la inmunogenicidad y con ello el nivel de proteccién contra la
infeccidn. En el campo de la parasitologia, el desarrollo y evaluacion de proteinas
guiméricas como vacunas contra enfermedades parasitarias ha ido en aumento.
Las proteinas quiméricas tienen la ventaja de incluir epitopes antigénicos e
inmunogénicos de dos 0 mas proteinas expresados en los diferentes estados del

ciclo de vida del parésito, con ello inducir mayor proteccion contra la infeccion.

En parasitos protozoarios, Dias y Col. (2018), construyeron un gen quimérico
basado en epitopes de células T CD4*/CD8" de tres proteinas inmunogénicas de
Leishmania infantum, para evaluar su capacidad inmunogénica y eficacia
protectora en ratones tras la infeccion; como resultado, la proteina quimérica
indujo altos niveles de IFN-y y bajos niveles de IL-10 en células mononucleares de
sangre periférica de humanos (PBMCs); ademas, los ratones inmunizados
presentaron menor carga parasitaria comparado con los animales control[83]. Para
Plasmodium vivax (agente causal de la malaria), se report6 la construccion de dos
genes quiméricos sintéticos del antigeno de circunsporozoito (PvCSP), basados
en las dos formas variantes (VK210 y Vk247); ambos genes consistian de las
regiones N-terminal y C-terminal conservadas de la proteina PvCSP nativa que
flanqguean una region truncada repetida de VK210/VK247 (quimera CS127) y
VK247/VK210 (quimera CS217); estas proteinas fueron reconocidas por
anticuerpos monoclonales anti-CS127 y anti-CS217 por ensayos de ELISA,
confirmando la presencia de epitopes comunes entre las formas recombinantes y
la proteina nativa[84]. Otras proteinas quiméricas recombinantes para P.
falciparum y P. yoeli han sido construidas y evaluadas como candidatos
promisorios a vacunas, logrando alta inmunogenicidad en roedores[85,86]. En el
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caso de Babesia bovis, han empleado el virus vaccinia modificado que expresa un
antigeno quimérico (rMVA) conteniendo epitopes de células B y T de tres
proteinas antigénicas: MSA-2c, RAP-1 y HSP20. La rMVA junto con las tres
proteinas recombinantes expresadas en forma unitaria (MSA-2c, RAP-1 y HSP20)
se emplearon en ensayos de inmunizaciones homoélogas y heterélogas de
sensibilidad-refuerzo en ratones. El esquema de sensibilidad-refuerzo con el coctel
de las tres proteinas y rMVA inyectado en ratones indujo una fuerte respuesta
inmune humoral y celular, caracterizada por altos titulos de anticuerpos IgG2a y
concentraciones elevadas de IFNy(ng/ml) secretado por células T CD4+ y
CD8+[87].

El uso de proteinas quiméricas también puede emplearse para el
diagnostico de enfermedades parasitarias, mejorando su sensibilidad y
especificidad comparado con los métodos de diagnéstico tradicionales. En
Babesia bovis, se empleo una proteina quimérica recombinante (rMABbo) para la
deteccion de anticuerpos en bovinos sospechosos de la infeccion por este parasito
por ELISA indirecta; el ensayo de ELISA mostré una sensibilidad y especificidad
del 95.2% y 94.3%, respectivamente, resultado similar que cuando se utiliza el
lisado crudo de merozoitos en ensayos de ELISA[88]. De manera similar, Holec y
Col. (2012), desarrollaron una proteina quimérica que contiene tres regiones de
las proteinas MIC1, MAG1 y SAG1, para evaluar su utilidad serodiagnéstica de
Toxoplasma gondii en sueros de humanos; el ensayo de ELISA utilizando la
proteina quimérica mostré un 96.9% de sensibilidad y 100% de especificidad[89].
En otro estudio de serodiagndstico para T. gondii, desarrollaron y evaluaron una
proteina quimérica que contiene tres regiones inmunodominantes de las proteinas
SAG2, GRAL1 y ROP1 para detectar IgG anti-T. gondii en sueros de humanos;
como resultado, se mejor6 la sensibilidad (100%) y especificidad (100%)
comparado con inmunoensayos basados en la mezcla de proteinas unitarias o

usando el extracto completo de taquizoitos del parasito[90].
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En parasitos helmintos el desarrollo y uso de proteinas quiméricas como

antigeno vacunal o para serodiagnéstico es escaso.

En el trematodo Schistosoma mansoni, se ha descrito la construccion y
evaluacion de antigenos multivalentes y multi-epitopes contra la infeccion en
ratones; su disefio incluye una variedad de estructuras covalentes Unicas,
incluyendo: una vacuna de ADN construida a partir de un gen sintético que
codifica para una proteina poliepitopo artificial, esta comprende ocho secuencias
de S. manosoni conteniendo epitopes para células B y T unidos en tdndem; una
vacuna constituida por una proteina poliepitopo obtenida a partir de la expresion
de la vacuna de ADN y otra vacuna compuesta de polimeros basados en epitopos
de péptidos sintéticos ramificados en el que los epitopos individuales son
colgantes de una columna vertebral inerte. Como resultado, ninguna construcciéon
protegié a los animales tras el desafio, indicando que la respuesta inmune

inducida fue inadecuada o inapropiada para eliminar el parasito in vivo[91].

En otro estudio realizado por Pinheiro y Col. (2014), obtuvieron dos
proteinas quimeéricas constituidas por los antigenos del tegumento SmTSP-2 y
Sm29 de S. mansoni; la quimera A constituida por el gen SmTSP-2 fusionado a la
region N-terminal del gen Sm29 y la quimera B conformada por Sm-TSP-2 mas la
region C-terminal de Sm29 fueron evaluados en ratones como posibles vacunas
candidatas contra la infeccién por S. mansoni; los ratones inmunizados con ambas
quimeras indujeron reduccion en la carga parasitaria y menor dafio hepatico
comparado con los grupos control; ademas, se detectaron altos niveles de IgG,
IgG1 e IgG2 especifico de ratdn contra ambas quimeras y cantidades significativas
de IFN-y y TNF-a[92].

Recientemente, se disefid0 una vacuna subunitaria multiepitope de
diferentes antigenos importantes del trematodo Fasciola gigantica a través de
enfoques inmunoinforméticos. Este antigeno multiepitope contiene epitopes de

linfocitos de células B, células T (CTL) y células T cooperadoras (Th) de siete
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antigenos del parasito: FhTGR, FgFABP-1, FgLAP, FgSAP-2, FgCathL, FgCathB y
FhEpsilon, que ha mostrado inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes
contra la infeccion. Las propiedades de inmunogenicidad, alergenicidad y
antigenicidad fueron examinadas en el antigeno multi-epitope, ademas, de realizar
la clonacion in silico. La evaluacion experimental de la vacuna multiepitope
disefiada en un modelo animal podria conferir proteccion contra la infeccion por F.

gigantica, sin embargo, aun no se ha evaluado[93].

1.12 Proteinas quiméricas en F. hepatica

Hasta la fecha, en Fasciola hepatica el uso de proteinas quiméricas como
antigeno vacunal contra la infecciobn en rumiantes aun no ha sido reportado a nivel
mundial. Por ello, nuestro grupo de investigacién disefi6 y construyé un gen
quimérico que contiene epitopes de células B predichas in silico a través de
herramientas inmunoinformaticas de dos antigenos inmunogénicos importantes
del parésito: catepsina L1 (FhCL1) y leucina Aminopeptidasa (FhLAP)[94]. Los
antigenos FhLAP y FhCL1 en su forma nativa o recombinante han logrado inducir
los mejores niveles de proteccion contra la infeccibn en rumiantes y han sido
propuestos como antigenos promisorios para la primera vacuna comercial contra
F. hepatica. La proteina quimérica recombinante (rFhLAP-CL1), contiene cuatro
determinantes antigénicos de FhLAP (GenBank; AAV59016.1; 192-281 aa) y seis
determinantes antigénicos de FhCL1 (GenBank CAC12806.1; 173-309 aa)[94].

La region de FhCL1 de la proteina quimérica comprende epitopes de
células B previamente identificados por otros investigadores: La region 181-191aa
y 283-289aa contenidas dentro de la secuencia quimérica fueron usados
previamente en ensayos de inmunizacion en ovinos y caprinos contra la infeccion
por F. hepatica, logrando un 47.6% y 30% de proteccion, respectivamente[75,76].
La region 245-264aa de FhCL1 identificados como péptidos B7 y B8 que
sobrelapan con la secuencia quimérica fueron utilizados para inmunizar ratones;
como resultado, los ratones inmunizados indujeron altos niveles de IgG, IFN-y, IL-
4 e IL-17[95]. Ademas, la regidn 288-296aa de FhCL1 ha sido reconocida por
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sueros de bovinos inmunizados con las proteinas recombinantes
FhCL1/FhCL3[79].

En un estudio previo en nuestro laboratorio se demostré6 que la proteina
guimérica tiene propiedades antigénicas e inmunogénicas analizado a través de
sueros de bovinos positivos a la infeccion y por inducir altos niveles de anticuerpos
en conejos inmunizados con la proteina quimérica, respectivamente[94]. Por lo
tanto, el proposito del presente estudio fue mejorar la expresion de la proteina
quimérica y evaluar su capacidad inmunogénica y protectora en ovinos contra la
infeccidn por F. hepatica.

29



2. JUSTIFICACION

Fasciola hepatica es una enfermedad parasitaria que afecta a la
ganaderia mundial y la salud humana. Actualmente no existe una vacuna
comercial contra este pardsito, su control principal se basa en el uso de
fasciolicidas, el triclabendazol es el mas utilizado por afectar formas inmaduras y
adultas del paréasito. Sin embargo, la resistencia contra este farmaco y otros
fasciolicidas ha sido reportada en varias partes del mundo. Ademas, el empleo de
fasciolicidas no previene reinfecciones futuras en los animales, por lo que nuevas
estrategias de control son necesarias. El enfoque basado en vacunas para el
control de la fasciolosis es una estrategia promisoria. De forma unitaria, se han
utiizado antigenos (nativos/recombinantes) de F. hepatica en ensayos de
vacunacion, logrando niveles de proteccion elevados en animales de laboratorio
(ratas), pero de moderados a nulos en rumiantes. A pesar de que los ovinos son la
especie mas susceptible a la infeccion por F. hepatica, reportes de vacunacion con
catepsina L1 y leucina Aminopeptidasa, han mostrado los niveles de proteccion
mas elevados contra la infeccion al aplicarlos de forma unitaria. El desarrollo de
una proteina quimérica compuesta de las secuencias mas antigénicas de FhLAP y
FhCL1 fue propuesto y obtenido previamente por nuestro grupo de investigacion.
La proteina quimérica clonada en el plasmido pET15b (pET15b-LAPCL1) y
expresada en E. coli mostré propiedades antigénicas e inmunogénicas en conejos
inmunizados, sin embargo, su obtencion ha sido dificil bajo las condiciones de
expresion y purificacion anteriormente utilizadas. Previo a evaluar la capacidad
inmunoprotectora inducida por la proteina quimérica en ovinos, fue necesario
caracterizar al gen quimérico y el plasmido recombinante a fin de implementar
nuevas estrategias de expresion y purificacion del inmunégeno, esto con el
objetivo de obtener la proteina quimérica en cantidad y pureza adecuada para la

inmunizacién de los ovinos.
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3. HIPOTESIS

La inmunizacibn de ovinos con la proteina quimérica rFhLAP-CL1 induce
proteccion contra la infeccion por F. hepatica, cuantificado por la reduccién en el
nuamero de parasitos, reduccién en la eliminacion-viabilidad de huevos vy titulos
elevados de 1gG1/1lgG2 anti-rFhLAP-CL1.

4. OBJETIVO GENERAL

Expresar y purificar la proteina quimérica rFhLAP-CL1 para evaluar su

inmunogenicidad en ovinos contra Fasciola hepatica.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Identificar la identidad del plasmido recombinante (pET15b-LAPCL1) a

través de secuenciacion de nucleotidos.

e Expresar y purificar la proteina quimérica rFhLAP-CL1 en cantidad

suficiente para ensayos de inmunizacion en ovinos.

e Evaluar diferentes concentraciones de la proteina quimérica como

inmundgeno en ovinos e infectarlos de forma experimental con F. hepatica.

e Determinar el nivel de proteccion inducido por la proteina quimérica en
ovinos inmunizados y desafiados por reduccion en el nUmero de parasitos,

eliminacién de huevos en heces y la viabilidad de huevos del parasito.

e Determinar los niveles de anticuerpos IgG, 1gG1 e 1gG2 anti-rFhLAP-CL1 y

anti-FhES en sueros de ovinos inmunizados y controles.
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5. MATERIAL Y METODOS

El proyecto de investigacion fue dividido en dos fases: la fase I, involucra el
andlisis de la identidad del plasmido recombinante a nivel de nucledtidos, la
expresion y purificacion de la proteina quimérica. La fase Il, comprende la

evaluacion inmunogénica de la proteina quimérica contra F. hepatica en ovinos.

FASE |.CARACTERIZACION DEL GEN QUIMERICO Y EL PLASMIDO RECOMBINANTE
EXPRESION Y PURIFICACION DE LA PROTEINA QUIMERICA

5.1 Caracterizacion del gen quimérico y del plasmido recombinante
5.1.1 Secuenciacion del plasmido recombinante a nivel de nucleétidos

El analisis de la secuencia clonada en el vector de expresion (pET15b-
LAPCL1) se efectud en el Laboratorio de Inmunologia del 11B, UNAM, con apoyo
de la Q.F.B, M. en C. Adriana V. Balderas Loaeza, del Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM. EIl analisis de la secuencia a nivel de nucleétidos del plasmido
recombinante se realiz6 con el fin de corroborar la identidad del plasmido utilizado
por Hernandez y Col. (2016)[94]; para ello, se transformaron bacterias E. coli

DH5a competentes siguiendo el método descrito por Hanahan (1983)[96].

5.1.2 Preparacién de bacterias E. coli DH5a y E. coli Rosetta competentes
por calcio

Las cepas bacterianas E. coli DH5a y Rosetta DE3 se estriaron de forma
independiente en una placa de agar con medio Luria Bertani (LB) e incubaron a
37°C toda la noche. Al dia siguiente, una colonia bacteriana crecida en la placa LB
fue picada y sembrada en 5ml de medio LB liquido sin antibiético e incubada a
37°C a 200 revoluciones por minuto (rpm) por 16h. Posteriormente, se realizd una
dilucion 1:50 del cultivo anterior en 50ml de medio LB suplementado con 20mM de
cloruro de magnesio (MgClz) e incubé a 37°C con 200rpm, hasta alcanzar una
densidad éptica (OD) ODsoonm de 0.5 a 0.6. Luego, el cultivo se incub6 en hielo por

60 minutos, girando el matraz a intervalo de 5 minutos. Transcurrido el tiempo, la
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pastilla bacteriana se obtuvo por centrifugacion a 4000rpm durante 5 minutos a
4°C. La pastilla bacteriana se lavo dos ocasiones con 50mM de cloruro de calcio
(CaCl) esteril y frio. Luego de los lavados, la pastilla bacteriana fue re-suspendida
en 5ml de CaCl. 50mM y glicerol al 20%, se prepararon alicuotas de 200ul, se

etiquetaron y almacenaron a -70°C hasta su uso.

5.1.3 Transformacién de células DH5a con el plasmido quimérico

La transformacion de las bacterias DH5a competentes, se realizd de
acuerdo al método descrito por Hanahan (1983)[96], con algunas modificaciones.
Brevemente, las bacterias fueron descongeladas en hielo y el plasmido quimérico
pET15b-LAPCL1 (10-100ng) fue adicionado lentamente e incubado por 30 minutos
en hielo. Posteriormente, se dio un choque térmico a las bacterias, al incubarlas a
42°C por 90 segundos y luego en hielo por 2 minutos. Para la recuperacion de las
bacterias, se les adicion6 800ul medio de caldo superdoptimo (SOC) estéril sin
antibiotico e incubaron a 37°C a 220rpm por 60 minutos. Transcurrido la
recuperacion de las bacterias, el cultivo se centrifugé a 2500rpm por 5min a 4°C,
posteriormente 50ul de bacterias se sembraron en placas LM con carbenicilina
(Carb, 100pg/ml medio). Las placas se incubaron a 37°C toda la noche para

permitir el crecimiento de bacterias recombinantes.

5.1.4 Purificacion del plasmido quimérico de diferentes colonias.

A partir del crecimiento de colonias bacterianas en placas LM,
transformadas con el plasmido quimérico pET15b-LAPCL1, se picaron 10 colonias
de forma independiente e inocularon en tubos de vidrio, conteniendo 10 ml de
medio LB liquido con Carb (LB/Carb, 100ug/ml), éstos fueron incubados a 37°C
con 220rpm por 16h. Posteriormente, el ADN plasmidico fue purificado a través de
columnas QIAprep Miniprep (Qiagen, ID: 27104), siguiendo las instrucciones del
fabricante. Luego, los plasmidos purificados fueron cuantificados por
espectrofotometria de luz ultravioleta (UV, ODz2so280nm) Y Visualizados en un gel de

agarosa al 1% al ser tefiidos con bromuro de etidio (0.5ug/ml). Finalmente, los
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plasmidos purificados se enviaron a la Unidad de Biologia Molecular (UBM) del
Instituto de Fisiologia Celular (IFC) de la UNAM para su secuenciacion. Para ello,
se utilizaron dos oligos proporcionados por la UBM-IFC-UNAM que flanquean la
secuencia clonada rio arriba y rio abajo: oligo Forward (T7 promoter primer
#69348: 5-TAATACGACTCACTATAGGG-3) y oligo reverse (T7 terminator primer
#69337: GCTAGTTATTGCTCAGCGG) ambos hibridan con al vector pET15b.

5.1.5 Construccion in silico de la secuencia quimérica LAP-CL1

Para la construccion in silico a nivel de nucleétidos de la secuencia
quimérica, se emplearon las secuencias de la base de datos del GenBank
utiizadas por Herndndez y Col. (2016): LAP (AAV59016.1) y CL1
(CAC12806.1)[94]; sin embargo, éstas secuencias reportadas codifican para la
secuencia de aminoéacidos, por lo cual se buscaron y utilizaron las secuencias de
nucledtidos respectivos: LAP (AY644459.1, Gl: 55714630) y CL1 (AJ279092.1, GlI:
10798510).

Para la construccion in silico de la secuencia quimérica LAP-CL1 a nivel de
nucleodtidos, se tomo la secuencia que codifica para los aminoacidos 192-281 de
LAP y el fragmento de CL1 se obtuvo de los aminoacidos 173 a 309, tal como lo
reporta Herndndez y col. (2016)[94]. Las regiones seleccionadas de FhLAP y
FhCL1 se fusionaron y su identidad se corroboré por secuenciacién del vector
recombinante pET15b-LAPCL1.

El andlisis de alineamiento entre la secuencia de nucleétidos del gen
quimérico experimental con el gen quimérico predicho se realizé con el programa
blastn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE_TYPE=BlastSearch).

Posteriormente, ambas secuencias de nucledtidos se tradujeron a aminoacidos

con EMBOSS Transeq (https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/), los

alineamientos de las secuencias de aminoacidos de la proteina predicha con la

secuencia experimental se realizd utilizando el programa Clustal Omega

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). El peso molecular predicho y punto
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isoeléctrico se calcul6 con el programa Expasy PlI/Mw  tool

(https://web.expasy.org/compute pi/).

5.2 Expresion y purificacion de la proteina quimérica

Los ensayos de expresion y purificacion de la proteina quimérica se realizaron en
el Laboratorio de Inmunologia a cargo de la Dra. Clara Espitia Pinzon, del Instituto

de Investigaciones Biomédicas (IIB) de la UNAM.

5.2.1 Transformacion de E. coli Rosetta con el plasmido quimérico

El proceso de transformacion de bacterias E. coli Rosetta competentes con
el plasmido quimérico fue similar al descrito en la seccion de transformacién de E.
coli DH5a (seccién 5.1.3), con una excepcion, luego de la recuperacion de las
bacterias en medio SOC, éstas se sembraron en cajas LB agar con carbenicilina
(Carb, 100pg/ml medio) e incubaron a 37°C por 12h, para permitir el crecimiento

de bacterias transformadas.

Preparacion de stock de E. coli Rosetta DE3 recombinantes

A partir del crecimiento de colonias bacterianas en placas LB agar,
previamente transformadas con el pldsmido recombinante pET15b-LAPCL1, se
picaron varias colonias de forma independiente e inocularon en tubos de vidrio,
conteniendo medio LB/Carb (100ug/ml), éstos fueron incubados a 37°C con
200rpm por 16h. Al dia siguiente, se realizaron alicuotas de 1ml, con 800ul de
bacterias crecidas y 20% de glicerol estéril. Las alicuotas se almacenaron a -70°C

hasta su uso.

5.2.2 Expresion de la proteina quimérica por E. coli Rosetta

Las bacterias transformadas con el plasmido pET15b-LAPCL1 vy
mantenidas a -70°C, fueron descongeladas en hielo. A continuacion, las bacterias
se estriaron en placas LB agar con Carb (100ug/ml) e incubaron a 37°C toda la

noche para permitir el crecimiento de colonias aisladas. Para realizar el pre-cultivo,
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se picdé una colonia bacteriana e inocul6 en medio liquido LB/Carb, ésta fue
incubada a 37°C con agitaciéon a 200rpm por 16h. Al dia siguiente, las bacterias
fueron sub-cultivadas en medio LB/carb fresco a una dilucion 1:100, cuando
alcanzaron una ODsoonm de 0.5-0.6, se indujo la expresion de la proteina quimérica
con 0.25mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopiranédsido (IPTG, Sigma Aldrich).
Transcurridas cuatro horas de induccion, la pastilla bacteriana fue obtenida por
centrifugacion a 4500rpm por 25min a 4°C. Previo a este ensayo, se realiz6 una
cinética de crecimiento bacteriano y se realizaron ensayos de expresion a
pequefia escala para determinar si la proteina quimérica se expresa en forma
soluble o insoluble; ademas de realizar una cinética de expresion de la proteina

guimérica por 16h.

5.2.3 Purificacion de la proteina quimérica

Considerando que la proteina quimérica se expresa en forma insoluble, la
pastilla bacteriana obtenida previamente fue lavada en dos ocasiones con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS-1x, pH 7.4), re-suspendida en amortiguador de
sonicacion (AS: 50mM de Tris-HCI pH 8.0, 1mM de PMSF, 100mM NaCl, 20mM
imidazol) e incubada a 4°C por 45-60 minutos. Tras la incubacion, las bacterias
fueron sonicadas (Virsonic 550, VirtisCo., Gardiner, New York, USA) a una
amplitud de 70%, con 10 ciclos de 30 segundos de rafagas y 30s descanso
mantenida a 4°C. El material sonicado fue centrifugado a 14 000rpm por 40
minutos a 4°C, la pastilla obtenida fue lavada una ocasion con PBS-1x y dos veces
con PBS-Triton x-100 al 1%. Luego, la pastilla bacteriana fue solubilizada con
amortiguador de union (Bb: 50mM de Fosfato de sodio monobasico (NaH2POs),
50mM NacCl, 8M urea, 10mM Imidazol, pH 8.0) e incubado en agitacion constante
a 4°C por 16h, con el fin de liberar la proteina quimérica dentro de los cuerpos de
inclusién. Posterior a la incubacion, la muestra fue centrifugada a 14 000rpm/30
minutos a 4°C y, el sobrenadante conteniendo la proteina quimérica fue colectado,

filtrado a través de membranas con punto de corte de 1.2uM y 0.45uM.
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La proteina quimérica fue purificada por cromatografia de afinidad a niquel,
utilizando columnas HisTrap™HP (GE Healthcare Life Sciences, USA) a través del
equipo AKTA-FPLC (GE Healthcare). El sobrenadante filtrado fue cargado a la
columna HisTrap™HP, previamente equilibrada con el amortiguador de unién.
Luego, la columna fue lavada con amortiguador de lavado (BL, 50 mM de
NaH2PO4, 50mM NacCl, 8M urea, 20mM Imidazol, pH 8.0), las proteinas unidas a la
columna fueron eluidas con amortiguador de elucién (BE, 50mM NaH2PO4, 50mM
NaCl, 8M urea, 500mM Imidazol, pH 8.0) utilizando un gradiente escalonado. Las
fracciones colectadas de la purificacion (fraccion no pegada, lavados y eluidos)
fueron analizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sbédico (SDS-PAGE) al 12%, tefiido con azul de Coomassie, con el objetivo de

determinar el peso molecular y la pureza de la proteina quimérica purificada.

5.2.4 Renaturalizacion de la proteina quimérica purificada

La proteina quimérica contenida en las diferentes fracciones colectadas de
la purificacion, se identificé a través de un cromatograma generado por el equipo
AKTA-FPLC, asi como en geles SDS-PAGE al 12%. Tras identificar los picos de
elucion de la proteina quimeérica, las fracciones se mezclaron en un pool para
preparar un lote. Para eliminar la urea contenida en las muestras purificadas, se
realizd el proceso de renaturalizacion de la proteina por medio de dilisis,
utilizando membranas Spectra/por (Molecular poros Membrana MWCO 3500,
Broadwich St. USA) contra una solucion de fosfatos (50mM NaH2POs4, 50mM
NacCl, pH 8.0) sin imidazol, a concentraciones decrecientes de urea (6M, 4M, 2M,
1M, 0.5M y OM). Como regla general, se utiliz6 10ml muestra por 1L de solucién
de fosfatos en agitacion lenta a 4°C, con recambio de la solucién cada 12 horas.
La proteina quimérica dializada a cero molar de urea, fue centrifugada a 4500rpm
por 30 min a 4°C y el sobrenadante fue almacenado a -70°C hasta su uso. La
concentracién de la proteina quimérica fue determinada a través del ensayo de
acido bicinconinico (ThermoFisher Scientific, USA), de acuerdo a las instrucciones
del fabricante.
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5.2.5 Identificacion de la proteina quimérica dializada por SDS-PAGE

La pureza de la proteina quimérica purificada y libre de urea fue evaluada
por SDS-PAGE al 12%. Las muestras fueron tratadas con amortiguador de lisis
(SDS 10%, B-mercaptoetanol 5%, glicerol 20%, 0.2M Tris-HCI, pH 6.8, azul de
bromofenol 0.05%) en proporcion 1:1. Luego, las muestras fueron incubadas a
90°C por 10 minutos y cargadas a los geles de poliacrilamida. Las condiciones
electroforéticas para el gel concentrador fueron de 60 volts constantes y para el
gel de resolucion 120 volts, en una solucion SDS 1x (Glicina 1.91M, Tris-Base
0.25M, SDS 1%). Posterior a la separacion electroforética, la proteina quimérica
fue transferida a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF, Millipore, CO.
Bedford, Mass) con una solucion de transferencia (Tris 0.25M, glicina 1.91M) a 60
volts por 60min a 4°C. La membrana de PVDF fue tefida con azul de Coomassie
(Coommassie Brillant Blue R-250, Boehringer Mannheim Corp. Indpls, IN USA)
para visualizar a la proteina quimérica en el peso esperado, se utilizé6 un marcador

estandar de proteinas de bajo peso molecular (Bio-Rad, catdlogo 1610304).

5.2.6 Reconocimiento de la proteina quimérica por Western blot

La proteina quimérica fue identificada utilizando un anticuerpo monoclonal
anti-histidina (mAb anti-6XHis-HRP) y un anticuerpo policlonal (anti-rFhLAP-CL1)

generado en conejos [94].

La membrana de PVDF conteniendo a la proteina quimérica previamente
tefiida con azul de Coomassie, se recortaron dos carriles: uno para el mAb anti-
6XHis y otro para el suero policlonal anti-rFhLAP-CL1. La membrana de PVDF fue
destefiida con solucion destefiidora (50% metanol, 7% &cido acético, 43% agua
destilada) y lavada tres veces con solucion de lavado (PBS-Tween 20 al 0.05%,
pH 7.4). Posteriormente, las membranas fueron bloqueadas con solucion de
blogueo (PBS-Tween 20 al 0.01%, BSA 3%) e incubadas 1h con agitacion lenta a
temperatura ambiente. Luego de tres lavados, se adiciono el anticuerpo mAb anti-
6XHis-HRP (1:3000, H1029 Sigma-aldrich) o el Ab anti-rFhLAP-CL1 (1:8000) en
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solucion de incubaciéon (PBST 0.05%, 1% BSA) e incubd con agitacién lenta a 4°C
por 12h. Al dia siguiente, la membrana incubada con el Ab anti-rFhLAP-CL1 fue
lavada tres ocasiones y se adicion6 la proteina A-HRP (1:2000, Sigma-aldrich) e
incubd 1 h en agitacion lenta a temperatura ambiente. Tras la incubacion, ambas
tiras fueron lavadas cuatro veces y la reaccién se revelé por oxidacién activa de
3,3 -diaminobenzidina (DAB, ThermoFisher Scientific).

FASE 1l: EVALUACION INMUNOGENICA DE LA PROTEINA QUIMERICA
rEFhLAP-CL1 EN OVINOS INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE CON F.
hepatica

5.3 Evaluacion de la capacidad inmunoprotectora de la proteina quimérica
contra F. hepatica en ovinos

El experimento de inmunizacion de ovinos se realizd en el Centro de
Ensefianza, Préactica e Investigacién en Produccién y Salud Animal (CEPIPSA) de
la FMVZ, UNAM. Los analisis parasitologicos se realizaron en el Laboratorio de
parasitologia, FMVZ, UNAM vy los ensayos de ELISA para evaluar la respuesta
inmune humoral contra la proteina quimérica (anti-rFhLAP-CL1) y contra antigenos
de excrecion-secrecion (anti-FhES) de F. hepatica se llevaron a cabo en el

Laboratorio de Inmunologia del [IB-UNAM.

5.3.1 Animales de experimentacién

Veinticinco ovinos machos, cruza Katahdin x East Friesian, de 6 a 8 meses
de edad fueron utilizados para los ensayos de inmunizacion. Los animales
permanecieron en corrales con piso de cemento en el CEPIPSA-UNAM. Previo al
inicio del experimento, todos los borregos fueron sondeados para la infeccién por
F. hepatica, a través de la identificacion de huevos en heces por la técnica de
sedimentacion y deteccion de IgG anti-productos de excrecion- secrecion de F.
hepatica adulta por ELISA indirecta, con resultados negativos en ambos casos.
Los animales se alimentaron con heno y alimento comercial, con acceso a agua

ad libitum durante todo el curso del experimento. Este experimento fue aprobado

39



por el Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales Experimentales
(SICUAE) de la FMVZ, UNAM, con namero de protocolo DC-2017/1-20.

5.3.2 Formulacién de la vacuna con adyuvante Quil A

El adyuvante Quil A (Accurate Chemical & Scientific Corp, USA) se disolvié
a una concentracion de 1mg/ml (w:v) en PBS estéril a pH 7.0, luego se filtr6 a
través de un filtro de 0.22um[97]. La proteina quimérica rFhLAP-CL1 se emulsion6
con un volumen igual del adyuvante Quil A e incub6 a 4°C en agitacion por 14h,

esta preparacion se realizé con un dia de anticipacion.

5.3.3 Obtencién de la fase infectante de F. hepatica

Las metacercarias de F. hepatica usadas para el desafio de ovinos fueron
obtenidas de caracoles Lymnaea cubensis infectados experimentalmente con
miracidios de F. hepatica de origen bovino. Tras la obtencion de metacercarias, se
contaron y almacenaron a 4°C. La viabilidad de las metacercarias fue confirmado
previo a su encapsulamiento (200 metacercarias/capsula) y utilizadas con dos
meses desde su obtencion. Una capsula de gelatina fue administrada per os a

cada animal utilizando una pinza esofagica.

5.3.4 Vacunacion e infeccion experimental

Los 25 ovinos se pesaron y agruparon en cinco grupos (n=5). Los grupos 1,
2 y 3, se inmunizaron con 100ug, 200ug y 400ug de la proteina quimérica
emulsionada con el adyuvante Quil A, respectivamente. Los grupos 4 y 5,
fungieron como control del adyuvante (Quil A) y control de la infeccion (no
inmunizado), respectivamente. Los animales se inmunizaron por via subcutanea
en la tabla del cuello, aplicando dos dosis a intervalo de dos semanas (semana 0 y
2). Transcurrido dos semanas post-segunda inmunizacién (semana 4), todos los
ovinos fueron infectados con 200 metacercarias de F. hepatica por via oral. El

periodo total del experimento fue de 24 semanas.
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5.3.5 Reduccion de la carga parasitaria en ovinos vacunados con la proteina
guimérica

Al final del experimento todos los ovinos fueron sacrificados
humanitariamente (semana 24), el higado y la vesicula biliar de cada ovino fueron
colectados para su disecciéon. Los conductos principales del higado y la vesicula
biliar se abrieron con cuidado utilizando tijeras romas y los trematodos hallados se
extrajeron con pinzas romas y se contaron. Posteriormente, el higado se corto en
pequefios trozos (lcm?) y se estrujo, con el fin de detectar la presencia de
parasitos inmaduros o dafiados, de éstos solo se considerd el extremo anterior
con la ventosa. El porcentaje de proteccibn en animales inmunizados fue
calculado de acuerdo a Maggioli y col. (2011), con la formula: [(U - V)/U] x 100.
Donde “U” es el promedio de la carga parasitaria del control positivo a la infeccion

y “V” es el promedio de la carga parasitaria del grupo inmunizado[69].

5.3.6 Conteo de huevos de F. hepatica en muestras fecales

El desarrollo de la infeccidon por F. hepatica en ovinos fue monitoreado a
través de la observacion y conteo de huevos del parasito adulto usando tres
gramos de materia fecal en cada animal, en seis tiempos diferentes. Las muestras
se colectaron directamente del recto de cada animal usando bolsas de pléstico,
mismas que fueron etiquetadas y transportadas con refrigerante al laboratorio para
su procesamiento, a través de la técnica de sedimentacion [60]. El conteo de
huevos de F. hepatica fue expresado como huevos por gramo de heces (hpgh)
desviacién estandar. El porcentaje de reduccion de huevos de F. hepatica por
grupo fue calculado con la misma formula utilizada en la carga parasitaria,

mencionada anteriormente.

5.3.7 Evaluacién de la viabilidad de huevos de F. hepatica

Se evaluo la viabilidad de huevos de F. hepatica colectadas en muestras
fecales y de la vesicula biliar. Para la obtencion de huevos de F. hepatica de la
vesicula biliar, ésta se separ6é del higado de cada ovino, se abrié con un punzo
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cortante y la bilis se decant6 en un vaso de precipitado de 1L con agua de la llave.
Después de 60 minutos, el sobrenadante fue decantado y el material sedimentado
conteniendo los huevos de F. hepatica fue nuevamente lavado por cinco veces

mas.

Los huevos de F. hepatica provenientes de muestras fecales y de vesicula
biliar, se colocaron en placas de 24 pozos con fondo plano, por triplicado e
incubaron a 27°C por 15 dias en completa oscuridad para permitir su
embrionacion[98]. Después de la incubacion, los huevos fueron estimulados para
su eclosion con luz artificial (100W) y visualizados con un microscopio
estereoscopico. La viabilidad de huevos de F. hepatica fue evaluada al estimar el
porcentaje de huevos que contenian un miracidio bien desarrollado con una
mancha ocular caracteristica. La viabilidad de huevos en cada grupo se expreso

en porcentaje [73].

5.3.8 Obtencion de antigenos de excrecidén-secreciéon de F. hepatica (FhES)

Los antigenos solubles de excrecion-secrecion de F. hepatica fueron
obtenidos del parésito adulto, para ser utilizados en inmunoensayos para la
deteccién de anticuerpos IgG, IgGl e IgG2 anti-FhES. Para ello, los parasitos
adultos se extrajeron de higados de bovinos colectados en el rastro Municipal de
Toluca, Estado de Meéxico, México. Los antigenos de FhES se obtuvieron
siguiendo el método descrito por Dalton y col. (1996)[73]. Brevemente, los
parasitos adultos se lavaron seis veces con PBS 1x, pH 7.2, luego se mantuvieron
con medio RPMI 1640 suplementado con ampicilina (100UIl/ml), estreptomicina
(100ug/ml) y un inhibidor de proteasas (Roche Diagnostics GmbH, Germany) e
incubaron a 37°C por 12h. Al dia siguiente, se colecté y centrifugd el medio a
14,000rpm por 30 minutos a 4°C, el sobrenadante conteniendo los antigenos
FhES se concentraron utilizando una columna Amicon® Ultra-15 con punto de
corte de 10kDa (Millipore, Germany) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

La concentracion proteica de FhES se determind por ensayo de BCA
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(ThermoFisher Scientific, USA) y fueron visualizadas por electroforesis SDS-
PAGE. Finalmente, los antigenos FhES fueron puestos en alicuotas vy

almacenados a -20°C hasta su uso.

5.3.9 Respuesta inmune humoral inducida por la vacunacién en ovinos

Los titulos de IgG, IgG1 e IgG2 anti-FhES y anti-rFhLAP-CL1 (IgG1 e 1gG2)
fue determinado en sueros de ovinos de experimentacion a través de ELISA
indirecta.

Se utilizaron microplacas de 96 pozos con fondo plano (Nunc-Immuno
MaxiSorp, USA) que se sensibilizaron con 2ug/ml de FhES or 1ug/ml de rFhLAP-
CL1 en 100ul de amortiguador de carbonatos, pH 9.6 e incubaron a 4°C toda la
noche en agitacion lenta. Luego de cuatro lavados con PBS, pH 7.4, Tween 20
0.05% (PBST), los sitios de union restantes se bloquearon con 200ul de solucién
de bloqueo (PBST, BSA 3%) e incubaron por 60 minutos a 37°C. Tras cuatro
lavados con PBST, se adicionaron los sueros 1:400 en 100 pl de amortiguador de
dilucion (PBST, BSA 1%) e incubaron por 60 minutos a temperatura ambiente. Las
placas se lavaron como se describe anteriormente y los anticuerpos secundarios
fueron adicionados: IgG total-HRP anti-ovino, generado en conejo (Ab6747,
Abcam, 1:5000), IgG1-HRP anti-cabra/borrego, generado en ratén (A9452, Sigma,
1: 30,000), lgG2-biotinilado anti-humano generado en raton (B3773, Sigma, 1:
10,000, este reacciona con IgG2 de ovino), los anticuerpos se incubaron por 60
minutos a temperatura ambiente en amortiguador de diluciébn. Un paso adicional
se realiz6 para lgG2-biotina, se incubd con estreptavidina-HPR por 60 minutos a
TA. Transcurrido el tiempo, las placas fueron lavadas y la reaccion fue
desarrollada con O-phenylenediamine (OPD) en amortiguador de citratos, la
reaccion se incubo por 30 minutos en oscuridad a TA. Finalmente, la reaccion se
detuvo al adicionar 50ul/pozo de &cido sulfarico (H2SO4, 2M). La absorbancia fue
medida a 492nm usando un lector de ELISA (Multiskan 60, Thermo Scientific) y los

resultados se expresaron como densidad Optica (OD) + error estandar.

43



5.4 Andlisis estadistico

Las medias aritméticas y desviacion estdndar fueron calculadas para la
carga parasitaria, conteo de huevos fecales, viabilidad de huevos y los valores de
la densidad éptica de 1gG, IgG1 e IgG2 contra FhES y rFhLAP-CL1. El porcentaje
de proteccion fue calculado de acuerdo a Maggioli y col. (2011)[69]. Los datos
fueron analizados para normalidad (Shapiro-Wilk) y homogeneidad de varianzas
(Levene’s test). Las diferencias entre grupos en el namero de parasitos
recuperados, conteo de huevos y valores de absorbancia fueron probados con
Kruskall-Wallis. La correlacibn entre peso vivo, viabilidad de huevos de F.
hepatica, titulos de 1gG, IgG1 e IgG2 con carga parasitaria, se calculé con la
prueba de correlacibn no paramétrica de Spearman. Todas las pruebas se
realizaron con el software IBM SPSS Statistics 21 para Windows. Los graficos
fueron generados con el programa graphpad Prism v7. Una p< 0.05 fue

considerada significativa.
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6. RESULTADOS

6.1 Secuenciacion de nucleotidos del plasmido quimérico

El analisis de la secuencia de nucleétidos del plasmido quimérico se realizé
con el objetivo de confirmar que el plasmido quimérico a estudiar fuera el mismo
utilizado por Hernandez y col. (2016)[94], considerando que anteriormente solo se
habia reportado la secuencia de aminoacidos. Para ello, se purificaron diez clonas
del plasmido recombinante pET15b-LAPCL1 a través de columnas QIlAprep
Miniprep, éstos fueron cuantificados por espectrofotometria de luz UV (Anexo |,
Tabla 4) y visualizados en un gel de agarosa al 1% (Anexo |, figura 1.1). Los
plasmidos fueron secuenciados en la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.

Las diez clonas secuenciadas utilizando oligos que flanquean la secuencia
quimérica clonada (LAPCL1) en el vector de expresion pET15b, mostraron una
homologia del 100% entre ellas, indicando que provienen de una sola clona. La
construccion in silico de la secuencia quimérica se realiz6 con las mismas
secuencias de LAP y CL1 del GenBank utilizadas por Hernandez y col. (2016). La
secuencia quimeérica construida in silico contiene 681pb, 270pb de LAP y 411 pb
de CL1.

>Gen quimérico LAP-CL1 (681pb) construido In silico

GATCCGGAACGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGGACTATCTGAAAACTTCACTCGGTGGTATGAAGGGAA
TTACCATGAGTGTGGAAAAGGTGGACATTCAGAAATACCCTCTGATGGCTGCGGTGAATCGTGCGGCATC
CGTTGTCGCACGCCATGACGGACGCGTGGTTCATCTCAAGTACGAGCCGCCCAATCCAACCGAGGTGGA
TACGACTCTTTACTTGATTGGAAAAGGTATCACTTATGACACCGGTGGAGCAGACATCAAGGGATTGGAAA
CCGAGTCTTCTTATCCCTACAGGGCTGTGGAAGGACAGTGTCGATACAACGAGCAGTTGGGAGTTGCCAA
AGTGACTGGCTACTATACTGTGCATTCTGGCAGTGAGGTAGAATTGAAAAATCTAGTCGGTTCCGAAGGA
CCTGCCGCGATTGCTGTGGAGGCCGAATCTGACTTCATGATGTACAGGAGTGGTATTTATCAGAGCCAAA
CTTGTTTACCGTTCGCTTTGAATCATGCAGTCTTGGCTGTCGGTTATGGAACACAGGATGGTACTGACTAT
TGGATTGTGAAAAATAGTTGGGGATTGTCGTGGGGTGAGCGCGGTTACATTCGAATGGCTAGGAATCGAG
GTAACATGTGTGGAATTGCTTCGCTGGCCAGTCTCCCGATGGTGGCACGA
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>Gen guimérico LAP-CL1 experimental subclonado en pET15b (clona B, 847 pb)

ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGAT
CCGGAACGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGGACTATCTGAGAACTTCACTCGGTGGTATGAAGGGAA
TTACCATGAGTGTGGAAAAGGTGGACATTCAGAAATACCCTCTGATGGCTGCGGTGAATTGTGCGGC
ATCCGTTGTCGCACGCCATGACGGACGCGTGGTTCATCTCAAGTACGAGCCGCCCAATCCAACCGAG
GTGGATACGACTCTTTACTTGATTGGAAAAGGTATCACTTATGACACCGGTGGAGCAGACATCAAGGG
ATTGGAAACCGAGTCTTCTTATCCGTACACGGCTGTGGAAGGTCAGTGTCGATACAATGAGCAGTTAG
GAGTTGCCAAAGTGACTGGCTACTACACTGTGCATTCTGGCAGTGAGGTAGAATTGAAAAATCTAGTC
GGTGCCGAAGGACCTGCCGCGGTCGCTGTGGATGTGGAATCTGACTTCATGATGTACAGGAGTGGT
ATTTATCAGAGCCAAACTTGTTCACCGCTTAGTGTGAATCATGCAGTCTTGGCTGTCGGTTACGGAAC
ACAGGATGGTACTGACTATTGGATTGTGAAAAATAGTTGGGGATCGTACTGGGGTGAGCGCGGTTAC
ATTCGAATGGCTAGGAATCGAGGTAACATGTGTGGAATTGCTTCGCTGAAGCTTCTCCCGATGGTGG
CACGATAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCCGAAAGGAAGCTGAGTTGGCTGCTGCCACCGCTGAGCA
ATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGGGTCTTGA

El alineamiento a nivel de nucleédtidos de la secuencia quimérica predicha
(in silico) con la experimental no fue reportado previamente. El alineamiento de
nucledtidos de ambas secuencias realizado en este estudio mostré una homologia
del 96% (Anexo I, figura 1.2). La traduccion de la secuencia de nucleétidos a
aminoacidos de la quimera predicha y la experimental fueron traducidos con
EMBOSS Transeq (Anexo |, Figura 1.3). El alineamiento a nivel de aminoacidos
de la secuencia predicha y la experimental, mostr6 una homologia del 93%
(Figura 5). Tras el andlisis las regiones seleccionadas de LAP y CL1 en forma
separada, se determin6 que LAP se conserva en 98% a nivel de aminoacidos
(192-281aa) (Anexo |, Figura 1.4) y CL1 se conservo en un 91% (Anexo |,
Figura 1.5). El peso molecular de la proteina quimérica inferido era de 27.07kDa,
el peso molecular de la proteina experimental fue de ~31 kDa, considerando la
etiqueta de histidinas y sitio de trombina. El punto isoeléctrico predicho de la

proteina quimérica fue de 6.12 (Anexo I, Figura 1.6).
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CLUSTAL O(1.2.4) multiple sequence alignment

Predicha_1

MAAPRIVDYLKTSLGGMKGI TMSVEKVDIQKYP LMAAVNR DGRVWVHLK
Experimental_1 M

PRIVDYLRTSLGGMKGI TMSVEKVDIQKYPLM DGRVWHLK

oo
[as Rl

Predicha_1 YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTG 120
Experimental_1 YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYTAVEGQCRYNEQLGVAKVTG 120
Predicha_1 YYTVHSGSEVELKNLVGSEGPAATAVEAESDFMMYRSGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGYG 180
Experimental_1 YYTVHSGSEVELK NLNGHEGPHHUHUDUESD- YFSGIYQSQTCSPLS\NHHULHUGYG 180
Predicha_1 TQDGTDYWIVKNSWGLSWGERGYIRMARNRGNMCGIASLASLPMVAR 227
Experimental_1 TQDGTDYWIVKNSWGSYWGERGYIRMARNRGNMCGIASLKLLPMVAR 227

Figura 5. Alineamiento a nivel de aminoéacidos de la secuencia quimérica
predicha con la experimental obtenida.

6.2 Transformacion de E. coli Rosetta con el plasmido quimérico

El plasmido recombinante pET15b-LAP-CL1 fue utilizado para transformar
bacterias E. coli rosseta competentes por calcio[96]. Las colonias transformadas,
se estriaron en placas LB agar con el antibiotico de seleccion (carbenicilina
100ug/ml). Adicionalmente, se prepararon dos placas LB agar, una para bacterias
E. coli rosetta no transformadas con el plasmido quimérico, sin antibiético (control
positivo) y la segunda con antibiético (control negativo). Como resultado, se
observé crecimiento de colonias bacterianas en la placa LB agar en presencia del
antibiotico de seleccidn, este crecimiento sugiere la transformacion de la bacteria
con el plasmido de interés (Figura 6a). Ademas, se demostré la viabilidad de las
células bacterianas, al crecer en placas LB agar sin antibiético (Figura 6b, control
positivo) y un control negativo (Figura 6c, control negativo), donde las bacterias
no fueron transformadas con ningun pladsmido, pero fueron crecidas en placas LB
con antibidtico demostrando asi, que el plasmido quimérico confiere la resistencia

al antibiético.
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Figura 6. Transformacion de E. coli rosetta con el vector recombinante
(a) Bacterias transformadas con el plasmido quimérico fueron sembradas en placas LB
agar con carbenicilina 100ug/ml, (b) bacterias no transformadas sin antibiético (control
positivo), y (c) bacterias no transformadas con antibiético (control negativo).

6.3 Expresion de la proteina quimérica e identificacion por western blot

Luego de la transformacion de E. coli rossetta con el plasmido quimérico, la
expresion de la proteina acoplada a una etiqueta de histidinas (His-tag) en el
extremo N-terminal fue inducida con IPTG (0.25mM) a 37°C, el vector de

expresion se basa en el promotor T7.

Un ensayo de expresion a pequefia escala se realizd para determinar si la
proteina quimérica se expresaba en forma soluble o insoluble, punto clave para su
posterior purificacion. Por analisis SDS-PAGE, se determinG que la proteina
quimérica se expresa tras su induccion con IPTG (Figura 7A, carril 1) y se
encuentra en la fraccion insoluble (Figura 7A, carril Fl), como agregados en
cuerpos de inclusion (Cl). Por otra parte, en la fraccion soluble no se detecté la
proteina quimérica (Figura 7A, carril FS), ni en los lavados con Tritdbn X-100 o con
PBS (Fig. 7A, carril LT/LPB). La proteina quimérica tuvo un peso molecular de
~31 kDa, el cual correlaciona con el peso predicho a partir de la secuencia de
nucledtidos experimental. Por ensayo de Western blot utilizando un anticuerpo
monoclonal anti-histidinas, se identifico a la proteina quimérica en la fraccion
inducida (Fig. 7B, carril 1) e insoluble (Figura 7B, carril Fl), pero no en la fraccion

soluble (Figura 7B, carril FS) y lavados con PBS (Figura 7B, carril L1/ L2).
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Figura 7. Expresion e identificacion de la proteina quimérica en cultivo E.
coli Rosetta.

(A) ldentificacion de la proteina rFhLAP-CL1 por SDS-PAGE al 12%. (B) Western blot con
un anticuerpo anti-histidina. La proteina quimérica de expresé con IPTG 0.25mM (I) en
forma de cuerpos de inclusién (FI) de ~31 kDa. En la fraccién soluble (FS) y lavados con

triton x-100 y PBS (LT, LPB) no se visualizo la proteina de interés.

Para determinar la dindmica de expresion de la proteina quimérica se
realizd una cinética de expresion de la proteina de interés. Por analisis de SDS-
PAGE se determind que la proteina se expresa desde la primera hora de la
induccién con IPTG hasta las 16h (Figura 8), de ese tiempo en adelante hasta las
24h la expresion proteica declina. En el precultivo (P) y al momento de su
induccién (Oh) no se detecto la proteina quimérica. Posteriormente, se tomaron
tres puntos de la expresion de la proteina quimérica (1h, 3h y 4h) de la fraccion
insoluble y un punto de la fraccion soluble (4h), para ser identificada por SDS-
PAGE y Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-histidina (Figura 9).
Con este ensayo se confirmo que la proteina quimérica se encuentra en la fraccion
insoluble en forma de cuerpos de inclusién y en pequefias cantidades en forma
soluble (FS, 4h).
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Figura 8. Expresion temporal de la proteina quimérica de la fraccién
insoluble en E. coli Rossetta analizada por SDS-PAGE.

La proteina quimérica se detectd a partir de la primera hora (1h) post-induccién con IPTG
(0.25mM) hasta las16h con una banda de ~31kDa. La proteina quimérica no se detecté en

el precultivo (P), ni al momento de la induccién (0).
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Figura 9. Identificacion de la proteina quiérica en la fraccion soluble e
insoluble por SDS-PAGE y Western blot.

(A) Andlisis de la expresion de la proteina quimérica por SDS-PAGE al 12%. (B)
Identificacion de la proteina quimérica a través de Western blot utilizando el anticuerpo
policlonal anti-rFhLAP-CL1. La proteina quimérica se detecta en la fraccion insoluble a la
1h, 3h y 4h post-induccion de la expresion con IPTG y en la fraccion soluble se detectan
trazas de la proteina quimérica.

6.4 Purificacién de la proteina quimérica por cromatografia de afinidad a
niquel.
La expresion de la proteina quimérica se realizé a mayor escala (1.2 L de
cultivo), tras su identificacion en la fraccion insoluble, la pastilla bacteriana fue
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colectada a las 4 horas post-induccion con IPTG. Debido a que la proteina se
encuentra dentro de los cuerpos de inclusion, éstos se solubilizaron con urea 8M y
se purificé por cromatografia de afinidad Ni-NTA utilizando columnas HisTrapHP
(Healthcare Life Sciences, Germany). El equipo de cromatografia arrojé un
cromatograma,; las fracciones colectadas durante el proceso de purificacién de la
proteina quimérica se indican en numeros rojos (Eje X), las proteinas son
absorbidas a 280nm, sefaladas por una linea azul. Las fracciones 1-7
corresponden a la fraccion no pegada que incluyen proteinas bacterianas junto
con la proteina quimérica. Para la elucion de la proteina quimérica se utiliz6 un
gradiente escalonado de imidazol a 0.5M (linea verde), la proteina quimérica se
eluyd a las concentraciones de 50mM, 150mM y 250mM de imidazol, observado
en tres picos (linea azul) (Figura 10A).

Las fracciones colectadas durante el proceso de purificacién de la proteina
guimérica fueron analizadas por SDS-PAGE al 12%, transferidas a una membrana
de PVDF vy tefiida con azul de Coomassie (Figura 10B). Las fracciones no
pegadas (Npl1l-Np3) contienen a la proteina de interés con restos bacterianos. En
los lavados de la columna (L) con amortiguador de lavado, se observé trazas de la
proteina quimérica. La proteina quimérica se detecto en los tres picos de elucion

(P1-P3), con un peso molecular de ~31 kDa y libre de contaminantes bacterianos.

6.5 Renaturalizacion de la proteina quimérica e identificacién por Western
blot

Para remover el agente desnaturalizante (urea 8M) y replegar a la proteina
quimérica, se realizo el proceso dialisis. Para ello, se realizé un pool con las
fracciones de los tres picos de la proteina quimérica eluida observada en el
cromatdgrama y corroborado por SDS-PAGE. La didlisis se realiz6 contra una
solucion de fosfatos y a concentraciones decrecientes de urea de 6M, 4M, 2M, 1M,
0.5M y OM de urea, sin imidazol. Tras la dialisis, la proteina quimérica purificada y
renaturalizada, se detecté con el peso molecular esperado (~31 kDa) por SDS-

PAGE al 12%. Ademés, la proteina de interés fue reconocida en ensayos de
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Western blot utilizando un anticuerpo monoclonal anti-histidinas y un anticuerpo

policlonal anti-rFhLAP-CL1 generado en conejo (Figura 11).
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Figura 10. Purificacion de la proteina quimérica a través de cromatografia de

afinidad a Ni-NTA

(A) Perfil cromatografico: la absorciéon maxima de las proteinas es de 280nm; la fraccién no
pegada corresponde a las fracciones 1-7 (ndmeros rojos) y contiene tanto proteinas
bacterianas como a la proteina quimérica (linea azul). Las fracciones 8-14 (nUmeros rojos)
corresponden al lavado de la columna. Para la elucion de la proteina quimérica se realizé un
gradiente escalonado de imidazol (0.5M) al 10%, 30%, 50% y 100% de imidazol (linea verde).
La proteina quimérica se eluyé a 50mM (pico 1), 150mM (pico 2) y 250mM (pico 3). (B)
Andlisis de las fracciones colectadas durante la purificacién de la proteina quimérica por SDS-
PAGE al 12%. La proteina quimérica se detectd en las fracciones no pegadas (Npl, Np2 y
Np3) junto con contaminantes, la proteina quimérica eluida con imidazol se obtiene libre de
contaminantes en los tres picos de elucion (p1-p3), en los lavados, se detectan trazas de la
proteina quimérica (L).

52



kba M 1 2 3
100
75
63
48

35

25
20

17

11
Figura 11. Identificacion de la proteina quimérica por Western blot usando
anticuerpo: monoclonal y policlonal.
Identificacion de la proteina quimérica por SDS-PAGE al 12% (carril 1) con peso
molecular de ~31 kDa. Identificacion de la proteina quimérica por un anticuerpo
monoclonal anti-histidina-HRP (carril 2) y un anticuerpo policlonal anti-rFhLAP-CL1 (carril
3) generado en conejos.

EVALUACION INMUNOGENICA DE LA PROTEINA QUIMERICA rFhLAP-CL1
EN OVINOS CONTRA F. hepatica.

6.6 Reduccidn de la carga parasitaria en ovinos vacunados con la proteina
quimérica

Tres grupos de ovinos inmunizados en dos ocasiones con 100ug (G1),
200ug (G2) y 400ug (G3) de la proteina quimérica, un grupo control de adyuvante
(G4) y un grupo control de la infeccion (G5), se infectaron con metacercarias de F.
hepatica. Al final del experimento (semana 24), todos los animales fueron
sacrificados, siguiendo los lineamientos establecidos por SICUAE de la UNAM
(Protocolo numero DC-2017/1-20). Los higados junto con la vesicula biliar de cada
ovino, se extrajeron para recuperar y contar los trematodos de F. hepatica. El
conteo de parasitos por grupo se expres6 como media aritmética + desviacion
estandar (Tabla 3) y el porcentaje de proteccion se calculo de acuerdo a Maggioli
y col. (2011)[69].
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El nimero de parasitos recuperados en el grupo control de la infecciéon (G5)
mostro la carga parasitaria mas alta que los grupos vacunados con la proteina
quimérica. El porcentaje de proteccion se calculo en relacion al grupo G5. Los tres
grupos vacunados con la proteina quimérica tuvieron un rango de proteccién entre
25.58% a 46.51%. El porcentaje mas alto de proteccion se observo en ovinos
vacunados con 400 ug de la proteina quimérica rFhLAP-CL1, con una reduccion
del 46.51% (p<0.01). Animales vacunados con 100ug y 200ug de rFhLAP-CL1,
tuvieron 25.58% (p>0.05) y 30.74% (p<0.05) de proteccion, respectivamente. El
grupo control de adyuvante (Quil A), tuvo un 9.81% de reduccién en parasitos
(p>0.05). El nivel de proteccidon general en ovinos vacunados con la proteina

quimérica fue de 34.27%.

Cuando calculamos el porcentaje de proteccion en relacién al grupo control
de adyuvante (G4), los niveles de proteccién en ovinos vacunados con 100 ug,
200 pg y 400 pg de la proteina quimérica fue del 17.47% (p>0.05), 23.20%
(p>0.05) y 40.68% (p<0.01), respectivamente.

La tasa de implantacion de parasitos en los grupos controles G4 y G5 fue
del 34.9% y 38.7%, respectivamente, de un inoculo original de 200 metacercarias
de F. hepatica. Las tasas de implantacion para los grupos G1, G2 y G3 fueron del
28.8% (p>0.05), 26.8% (p<0.05) y 20.7% (p<0.05), respectivamente, porcentajes

mas bajos comparados con los grupos control de la infeccion (G5).

Al realizar un analisis de correlacién entre el peso de los ovinos al final del
experimento con la carga parasitaria, se encontr0 una correlacion negativa
significativa (r = -0.4031; p = 0.045), es decir, ovinos que tuvieron menor nimero
de parasitos contados durante la necropsia su peso vivo fue mayor comparado
con ovinos que tenian un mayor nimero de parasitos donde el peso vivo fue mas
bajo (Figura 12).
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Tabla 3. Carga parasitaria de ovinos vacunados con la proteina quimérica y
grupos controles, infectados con metacercarias de F. hepatica.

(%) (%)

Grupos Numero de parasites recuperados . .
Proteccion  Implantacion
(Antigeno/Adyuvante)
Datos individuales Mean = D.E

100ug rFhLAP-CL1+QS 50, 69, 26, 75, 68 57.60 + 19.98 25.58 28.8
200ug rFRLAP-CL1+QS 52, 45, 70, 44, 57 53.60 +£10.59 30.74* 26.8
400ug rFhLAP-CL1+QS  46,52,,30,47,32 41.40+9.78 46.51** 20.7
Adyuvante Quil A 68, 84, 64, 71, 62 69.80 + 8.67 9.81 34.9
Control de infeccion 54, 86, 105, 62,80 77.40 £ 20.16 - 38.7

Desviacién estandar (D.E), Adyuvante Quil A (Quillaja saponaria)-QS
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Figura 12. Andlisis de correlacion de Spearman entre carga parasitaria y
peso vivo de ovinos de experimentacion

Hay una correlacion negativa significativa entre carga parasitaria y peso de ovinos
(r’°=-0.4031; p= 0.04573).

55



6.7 Reduccion de huevos de F. hepatica en ovinos de experimentacion

Los huevos de F. hepatica aparecieron en la semana 10 post-infeccion
(semana 14 post-primera inmunizacion) e incrementaron gradualmente al final del
experimento (semana 24), el conteo de huevos por gramo de heces (hpgh) se
representan como media aritmética + desviacion estandar y la reduccién en la
produccion de huevos del parasito entre grupos vacunados y controles se expresa
en porcentaje. La dinamica de eliminacion de huevos en los grupos inmunizados y

controles se muestra en la Figura 13.

El promedio total de hpgh en animales vacunados fue mas bajo comparado
con los grupos control de adyuvante e infeccion. En los grupos controles (G4, G5),
el promedio de hpgh fue de 304.7+43.5 y 315.4+56, respectivamente. Los grupos
inmunizados con 100ug, 200ug y 400ug of rFhLAP-CL1, tuvieron 296.8+£27.3,
243.8+45.2 y 238.4+22.9, respectivamente. Hubo una reduccién en la produccién
de huevos del 22.7% (p<0.05) y 24.4% (p<0.01) en ovinos vacunados con 200ug y
400ug of rFhLAP-CL1, respectivamente, comparado con el control de la infeccion
(G5). No hubo diferencia estadistica de hpgh en ovinos inmunizados con 100ug de
rFhLAP-CL1 comparado con el grupo control de la infeccidén, probablemente

debido a la variabilidad encontrada.

En la semana 20, el conteo de hpgh liberados en animales inmunizados con
200 pg (p<0.01) y 400 pg (p<0.01) de rFhLAP-CL1 fue significativamente méas baja
que en el grupo control de la infeccion (G5). Ademas, el grupo 3 mostré una
reduccion significativa de FEC (p<0.05) cuando se comparé con el control de

adyuvante.
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Figura 13. Dinamica del conteo de huevos de F. hepatica en heces de ovinos
vacunados y controles desafiados con metacercarias.

Los huevos de F. hepatica se detectaron a las 10 semanas post-infeccion (semana 14 del
experimento). Ovinos fueron inmunizados con 100ug, 200ug y 400ug de rFhLAP-CL1. Los
datos son representados como media aritmética + desviacion estandar de cinco animales
por grupo. Al considerar los seis puntos analizados (semana 14-24) y comparar el conteo
de huevos fecales en ovinos inmunizados comparados con el grupo control de la infeccion
(G5), los grupos 2 y 3 tuvieron una reduccion en la eliminacion de huevos del 22.7%
(p<0.05) y 24.4% (p<0.01), respectivamente. En la semana 20 post-inmunizacion hubo
diferencia significativa en la eliminacién de huevos en los grupos G2 (p<0.01) y G3
(p<0.01), comparado con el grupo control de infeccién, ademas, el grupo G3 mostrd
diferencia significativa en el conteo de huevos en heces (p<0.05) comparado con el
grupo control de adyuvante.

6.8 Reduccion de la viabilidad de huevos de F. hepatica de ovinos en
experimentacion

Los huevos de F. hepatica obtenidos a partir de muestras fecales y de la
vesicula biliar, fueron incubados a 27°C por 15 dias en oscuridad, con el objetivo

de determinar el porcentaje de viabilidad.

La viabilidad de huevos de F. hepatica de muestras fecales fueron
analizados en diferentes puntos del experimento (Figura 14). El porcentaje

general de la viabilidad de huevos de F. hepatica en los grupos G4 (control
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adyuvante) y G5 (control de infeccion) fue del 73% y 88%, respectivamente. Los
porcentajes de viabilidad de huevos de F. hepatica fecales en ovinos inmunizados
con 100pg, 200ug y 400pg de rFhLAP-CL1 fueron del 82%, 75% y 67%,
respectivamente. En las semanas 14 y 16 post-infeccion, hubo una reduccion en la
viabilidad de huevos del parasito, pero no fue significativa en ovinos inmunizados
comparado con los grupos control (G4 y G5). En ovinos inmunizados con 400ug
de rFhLAP-CL1, hubo diferencia estadisticamente significativa en la viabilidad de
huevos de F. hepatica entre las semanas 22 (p<0.05) y 24 (p<0.01) post-

inmunizacion, respecto al grupo control de la infeccion.
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Figura 14. Viabilidad de huevos de F. hepatica en heces de ovinos
inmunizados y controles.

La viabilidad de huevos se evalu6 a partir de la semana 10 post-infeccion (semana 14 del
experimento). Diferencias significativas fueron observadas en la semana 22 (p<0.05) y 24
(p<0.01), entre ovinos inmunizados con 400ug de rFhLAP-CL1 y el grupo control de la
infecciéon (G5). Los datos son representados como media aritmética = error estandar.
Diferencia significativa es denotada por * (p<0.05) y ** (p<0.01).
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La viabilidad de huevos de F. hepatica provenientes de la vesicula biliar
fueron analizados al final del experimento y se compar6 la viabilidad de huevos
colectados de las muestras fecales de la semana 24 (Figura 15). El porcentaje
promedio de viabilidad de los huevos de F. hepatica colectados de la vesicula
biliar en los grupos control de adyuvante y control de infeccion fueron del 33% y
59.6%, respectivamente. Los ovinos inmunizados con 100ug, 200ug y 400ug de
rFhLAP-CL1, el porcentaje de viabilidad de huevos del parasito fue de 28.6%, 22 y
22.6%, respectivamente. Diferencias significativas en la viabilidad de huevos del
paréasito fueron observadas en ovinos inmunizados con 200ug y 400ug de rFhLAP-
CL1 comparadas con el grupo control (p<0.05). Al comparar la viabilidad de
huevos del parasito colectados de muestras fecales con las obtenidas de la
vesicula biliar (semana 24), el porcentaje mas alto de viabilidad de huevos de F.
hepatica fue en las muestras fecales. El grupo inmunizado con 400ug de rFhLAP-
CL1 mostr6 diferencia significativa con el grupo control de la infeccién en la
viabilidad de huevos del parasito provenientes de muestras fecales (p<0.01) y de

la vesicula biliar (p<0.05).
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Figura 15. Viabilidad de huevos de F. hepatica colectado de vesicula biliar

de ovinos vacunados y controles al final del experimento.

Diferencias significativas en la viabilidad de huevos de F. hepatica fueron observadas en muestras
fecales (p<0.01) y de vesicula biliar (p<0.05) del grupo G3 comparada con el grupo control de la
infeccién (G5). Diferencia significativa (p<0.05) del grupo G2 comparada con el grupo G5 fue
observado solo en muestras de vesicula biliar. Los datos son representados como media aritmética
+ desviacion estandar. Diferencia significativa es denotada por * (p<0.05) y ** (p<0.01).
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Por analisis de correlacion de Spearman no paramétrica, se detectd una
correlacion negativa significativa entre los huevos no embrionados provenientes
de la vesicula biliar (r=0.4295, p=0.0321) y de las muestras fecales (r’=-0.6468,
p=0.0005) con la carga parasitaria (Figura 16). Por el contrario, no hubo
correlacion significativa entre huevos embrionados de vesicula biliar (r?=0.0246,

p=0.90) y huevos embrionados de muestras fecales (r>=0.0750, p=0.72) con carga
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Figura 16. Correlacién de la viabilidad de huevos de F. hepatica de muestras
fecales y de vesicula biliar con la carga parasitaria.

Se encontré una correlacién negativa entre huevos no embrionados de la vesicula biliar
(r>=0.4295, p=0.03) y huevos no embrionados en heces (r’=-0.6468, p=0.0005) con la
carga parasitaria.

Carga parasitaria

6.9 Titulos de IgGl e 1gG2 anti-FhLAP-CL1 en sueros de ovinos de
experimentacion

Los titulos de IgG1l e IgG2 reactivos a la proteina quimérica rFhLAP-CL1
fueron analizados por ELISA indirecta y los resultados se muestran en la figura 17.

Los titulos de IgG1l anti-rFhLAP-CL1 se produjeron en todos los ovinos
vacunados después de la primera inmunizacion con incremento de anticuerpos
luego de la segunda inmunizacion (Figura 17a). Los niveles maximos de IgG1 en
los ovinos inmunizados se observo a las 2 semanas post-desafio (excepto en el
grupo 3, el pico se observo en la semana 10) y luego disminuyeron gradualmente

hasta el final del experimento (semana 24). De los grupos vacunados, el grupo 3
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mostrd los titulos de IgG1 mas altos comparados con los grupos 1y 2. Los niveles
de IgG1l fueron significativamente mas altos en los grupos inmunizados
comparado con los grupos control, durante todo el experimento. Un ligero
incremento de 1gG1l en los grupos controles (G4 y G5) fue observado tras el

desafio, con aumento no significativo durante toda la fase experimental.

En los ovinos inmunizados, los niveles de IgG2 anti-rFhLAP-CL1
incrementaron con la primera y segunda dosis del inmundgeno (Figura 17b). El
grupo 3, mostro los titulos de IgG2 mas altos al momento del desafio (semana 4).
Luego de la infeccién, los grupos inmunizados tuvieron los titulos de IgG2 anti-
rFhLAPCI1 mas altos que en los grupos controles en las semanas 6, 8 y 10. Un
ligero incremento en los niveles de 1gG2 en grupos control fue detectado tras el

desafio (semana 8), sin incremento significativo en todo el experimento.

Utilizando la prueba de correlacion de Spearman no-paramétrica, se
encontré una correlacion significativa entre titulos de IgG1 (r’=-0.523, p=0.007) e
IgG2 (r’=-0.688, p=0.001) anti-rFhLAP-CL1 con la carga parasitaria, cuando se
incluyeron todos los animales, pero no hubo correlacion cuando el analisis se

realizaba por grupos (Figura 18).
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Figura 17. Titulos de anticuerpos IgG1 e IgG2 anti-rFhLAP-CL1 de sueros de

ovinos vacunados y controles.

Los animales se inmunizaron dos ocasiones en la semana 0 y 2 (asterisco) con 100 ug (G1), 200
Mg (G2) and 400ug (G3) de la proteina quimérica emulsionadas con adyuvante Quil A y desafiados
con 200 metacercarias via oral (flecha negra). Los titulos de anticuerpos IgG1 (a) e IgG2 (b) anti-
rFhLAP-CL1 son expresados como la media aritmética de la densidad 6ptica de suero de ovinos

por grupo, por triplicado (1:400). *=p<.05; **= p<.01; ***= p<.001.
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Figura 18. Correlacion entre titulos de IgG1 e IgG2 anti-rFhLAP-CL1 con la
carga parasitaria.
Hubo una correlacién negativa significativa entre titulos IgG1 (r?>=-0.523, p=0.007) e 1gG2

(r>=-0.688, p=0.001) con la carga parasitaria.

6.10 Titulos de I1gG, IgGl e IgG2 anti-FhES en sueros de ovinos de
experimentacion

Los sueros colectados de todos los ovinos en diferentes tiempos del periodo
experimental fueron analizados por ELISA indirecta para determinar los niveles de

IgG e isotipos reactivos a los antigenos nativos (FhES) del parasito.

Una ligera, pero significativa respuesta de IgG se produjo en los grupos
vacunados con 200ug (grupo 2) and 400 ug (grupo 3) de la proteina quimérica a
las dos semanas post-primera inmunizacion (Figura 19). Ademas, un incremento
en niveles de IgG en los grupos vacunados fue observado dos semanas después
del desafio (semana 6), con un pico a la semana 10 después de la primera
inmunizacion y permanecio elevado hasta la semana 16, después de esto, los
niveles de anticuerpos disminuyeron gradualmente hasta el final del experimento
(semana 24). Los titulos de IgG hacia antigenos de FhES fue mas alto en los
sueros de ovinos inmunizados con 200ug y 400 ug de la proteina quimérica que
en ovinos vacunados con 100ug de la proteina o en los grupos controles. Los
niveles de IgG contra los productos FhES en sueros de los grupos control se

encontraban a niveles basales antes del desafio, después de esto, un incremento
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en los titulos de anticuerpos se observo a las 2 semanas post-desafio, con un pico
entre la semana 8 a 16, después de esto disminuyéd gradualmente. La absorbancia

contra FhES fue mas baja en los grupos controles comparado con los ovinos

inmunizados.
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Figura 19. Titulos de IgG anti-FhES en suero de ovinos vacunados y

controles.

Los animales se inmunizaron dos ocasiones en la semana 0 y 2 (*) con 100ug (G1), 200ug (G2)
and 400ug (G3) de la proteina quimérica emulsionadas con adyuvante Quil A, un grupo control de
Adyuvante (G4) y el grupo control de infeccién (G5) sin inmunizar. Todos los animales fueron
desafiados con 200 metacercarias via oral (flecha negra). Los titulos de anticuerpos de IgG anti-
FhES son expresados como la media aritmética de la densidad 6ptica de los sueros de ovinos por
grupo, el ensayo se realizé por triplicado empleando una dilucion 1:400. *=p<.05; **= p<.01; ***=
p<.001.

Los niveles de IgG1 e IgG2 anti-FhES fueron basales previo al desafio en
todos los ovinos de experimentacién (Figura 20). Posteriormente, un incremento
en los titulos de IgG1 fue notado de la semana 6 hasta el final del experimento
(semana 24). Sin embargo, no hubo diferencias significativas considerables entre
ovinos inmunizados con la proteina quimérica y los grupos control (excepto en la
semana 8 post-inmunizacion). Por otra parte, los titulos de IgG2 anti-FhES fueron
mas elevados en ovinos inmunizados con la proteina quimérica que en ovinos de

los grupos control entre las semanas 6 a 14 post-inmunizacién. Los ovinos
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inmunizados con 200ug y 400ug de la proteina quimérica mostraron los titulos de
IgG2 anti-FhES mas altos comparados con los grupos control de la infecciéon y
control de adyuvante entre las semanas 6 a 14 post-inmunizacion. En ovinos de
los grupos control, los niveles de 1gG2 anti-FhES incrementaron después del

desafio, aunque fueron mas bajos comparados con los ovinos inmunizados.
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Figura 20. Titulos de IgG1 e IgG2 anti-FhES en suero de ovinos vacunados y

controles.

Los animales se inmunizaron dos ocasiones en la semana 0 y 2 (asterisco) con 100 ug (G1), 200
Mg (G2) and 400ug (G3) de la proteina quimérica emulsionadas con adyuvante Quil A y desafiados
con 200 metacercarias via oral (flecha negra). Los titulos de anticuerpos son expresados como la
media aritmética de la densidad Optica de los sueros de ovinos por grupo, el ensayo se realizd por
triplicado empleando una dilucién 1:400. *=p<.05; **= p<.01; ***= p<.001.
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Una correlacion significativa se observd entre titulos de IgG2 (r’= -0.464;
p=0.020) con la carga parasitaria, cuando se incluyeron todos los animales
(Figura 21). Sin embargo, no se encontré correlacion cuando el analisis se realizo
por grupo. No hubo correlacién significativa entre los niveles de 1gG total (r’= -
0.354, p=0.083) e IgG1 (r’>= -0.16, p=0.931) con carga parasitaria.
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Figura 21. Correlacion de Spearman de titulos de IgG1 e IgG2 anti-FhES y
carga parasitaria.
Correlacion significativa entre titulos de IgG2 anti-FhES (r?= -0.464; p=0.020) con la carga

parasitaria. No hubo correlacion significativa entre titulos de IgG total e IgG1 anti-FhES

con carga parasitaria (p>0.05).
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7. DISCUSION

El trematodo F. hepatica, es un patdgeno econdmicamente importante para
la industria ganadera (ovinos, bovinos y caprinos) en todo el mundo; en los
animales infectados, los parametros reproductivos y productivos se ven reducidos
[12]. Ademas, es una zoonosis reemergente importante [99]. El control de la
fasciolosis se basa principalmente en el uso de antihelminticos, en particular, el
triclabendazol (TCBZ), ya que afecta las etapas juveniles y adultas del parasito.
Sin embargo, poblaciones de F. hepatica resistentes al TCBZ han sido reportadas
en varias partes del mundo, por lo que nuevas estrategias de control son

necesarios [4].

El desarrollo de una vacuna contra la infeccion por F. hepatica es una
alternativa econdmica viable, ya que son seguras, no dejan residuos quimicos en
los alimentos y son amigables con el medio ambiente. Ademas, son bien
aceptados tanto por productores y consumidores de alimentos de origen animal
[45]. Sin embargo, debido a la complejidad del ciclo de vida del parasito y a la
composicién de un repertorio de antigenos (somaticos y de excrecidn-secrecion)
expresados en cada fase evolutiva, el desarrollo de una vacuna comercial eficaz
ha sido dificil. No obstante, se han realizado avances importantes en la
identificacién de moléculas esenciales de F. hepatica que juegan roles importantes
en la interaccion huésped-parasito, como blancos potenciales para el desarrollo de
una vacuna. Estas moléculas se han utilizado de forma nativa, purificadas
directamente del parasito o en su forma recombinante expresadas en sistemas
procariotas o0 eucariotas. Entre ellas, se encuentra la Glutation S-Transferasa
(GST) [100], proteinas de union a acidos grasos (FABP) [101], Saposin-2 (FhSAP-
2) [102], Leucina Aminopeptidasa (FhLAP) [69] y Catepsina L (FhCL) [73], entre
otras. Al evaluar a estas proteinas como inmundgenos contra F. hepatica, el nivel

de proteccion inducidas en las diferentes especies animales ha sido variable.
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Las proteasas FhLAP y FhCL1 han sido propuestas como candidatos
potenciales a la primera vacuna comercial contra fasciolosis en animales, por
inducir altos niveles de proteccion en rumiantes. FhLAP se ha relacionado con
procesos de digestion [66], al utilizarla como inmundgeno en ovinos, los niveles de
proteccion superaron el 80% [68,69]. Por otra parte, FhCL1 es el mayor
componente encontrado en los productos de excrecion-secrecion del pardsito
adulto y estéa involucrado en la virulencia, adquisicién de nutrientes y evasion del
sistema inmune del huésped [103]. La inmunizacion de bovinos con la proteina
rFhCL1 recombinante, tras la infecciébn con metacercarias de F. hepatica, indujo
una reduccion del 48.2% de la carga parasitaria [44]. En caprinos vacunados con
rFhCL1, la reduccion en la carga parasitaria fue del 38% [81] y, en ovinos
inmunizados con el mismo antigeno, no indujo proteccion significativa [104]. Los
diferentes niveles de proteccion pueden ser resultados de multiples factores,
incluyendo la especie huésped vacunada, método de obtencion del antigeno, tipo

de adyuvante, entre otros.

Para el desarrollo de vacunas contra F. hepatica, se han empleado varios
estrategias, entre ellos, la produccién de proteinas recombinantes, aunque el nivel
de inmunogenicidad inducida por éstas ha sido mas baja comparada con las
proteinas nativas del parasito[101]. Para aumentar el nivel de proteccién contra la
infeccidn, se han evaluado diferentes formulaciones con dos o mas proteinas

recombinantes, logrando aumentar los niveles de proteccion [105].

Otra estrategia poco empleada para la vacunacion contra parasitos, es el
desarrollo y uso de proteinas quiméricas. A través de la tecnologia del ADN
recombinante es posible obtener proteinas quiméricas que se forman por la
combinacion de fragmentos de dos o mas genes en un gen de fusion para
expresar una proteina con diferente conformacién. En los ultimos afios, el uso de
proteinas quiméricas en el campo de la parasitologia se han utilizado para mejorar
la sensibilidad y especificidad en pruebas de diagnéstico, por ejemplo en

Toxoplasma gondii [90], asi como posibles antigenos vacunales contra
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Schistosoma mansoni [92], Babesia bovis [106], Plasmodium vivax [84], entre
otros. En F. hepatica, el desarrollo y uso de proteinas quiméricas como

inmunogenos, aun no ha sido explorado a nivel mundial.

Previamente nuestro grupo de investigacion disefié y construyé un gen
quimérico a partir de secuencias antigénicas de FhLAP y FhCL1 seleccionadas
por herramientas inmunoinforméaticas, con el objetivo de ser empleada en ensayos
de inmunoproteccion en rumiantes. Para ello, se seleccionaron las regiones mas
antigénicas de ambas proteasas de F. hepatica y se obtuvo un gen de fusion
(LAPCL1), mismo que fue subclonado en el vector de expresion pET15b[94]. En el
presente estudio, con el fin de contar con la secuencia de nucleétidos del gen
quimérico y confirmar la identidad del plasmido utilizado previamente, células E.
coli DH5a fueron transformadas con el plasmido recombinante para analizar diez
clonas por secuenciacion de ADN, los resultados mostraron un 100% de
homologia entre ellas. Ademas, para examinar la homologia entre el gen
quimérico predicho previamente con el experimental obtenido, a nivel de
nucleodtidos y aminoacidos, en este estudio se realizé una construccion in silico del
gen quimérico de acuerdo a las referencias descritas previamente[94]. De los
analisis de alineamientos, se concluye que el gen quimérico experimental se
conserva con un 96% a nivel de nucleotidos y 93% a nivel de aminoéacidos, esta
baja variabilidad entre las regiones de los genes FhLAP y FhCL1 que conforman a
la proteina quimérica refuerza la idea de que podria ser un buen inmundgeno

contra el trematodo hepéatico a nivel mundial[107].

Debido a que la proteina quimérica se expresé en forma de cuerpos de
inclusion y por los problemas de agregacion temprana durante su purificacion
reportados previamente [108], en este estudio cambiamos las condiciones de
expresion y purificacion de la proteina quimérica. Para ello, E. coli Rosseta se
transformaron con el plasmido recombinante pET15b-LAPCL1 y la induccién de la
expresion de la proteina quimérica se realizé cuando el cultivo alcanzé una ODeoo

de 0.5-0.6, ademas, se cambio el tiempo de cosecha de las bacterias de 16h[94] a
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4h, al realizar una cinética de expresion proteica; asimismo, se cambio de
amortiguador de sonicacion para mejorar la estabilidad de la proteina quimérica y
su purificacion se realiz6 a través de columnas empacadas con histidinas,
utiizando un sistema automatizado (AKTA-FPLC) bajo condiciones
desnaturalizantes, con estos cambios se logré6 aumentar la solubilidad de la
proteina quimérica y con ello, la agregacion proteica durante el proceso de
renaturalizacion se redujo de manera significativa, ademas, el rendimiento de la

proteina quimérica fue mayor que con el protocolo previamente reportado.

Tras la purificacion de la proteina quimérica, se propuso evaluar su
potencial inmunogénico en ovinos, ya que son la especie mas susceptibles a la
infeccidbn por F. hepatica[6], ademas, son de importancia econdémica para la
ganaderia mundial. A diferencia de los animales de laboratorio (ratas, conejos,
ratones) donde se obtienen altos niveles de proteccion (80-100%) al utilizar
proteinas recombinantes de F. hepatica[105,109], en rumiantes los niveles de
proteccion han sido bajos a nulos[104,110,111]. En este estudio, se utilizaron 20
ovinos para ensayos de inmunoproteccion inducida por la proteina quimérica; para
ello, la rFhLAP-CL1 se emulsioné con el adyuvante Quil A, una mezcla de
saponinas triterpenoides extraidos de la corteza del arbol Quillaja saponaria [112],
gue ha sido empleada en ensayos de vacunaciéon contra Taenia multiceps [113],
Haemonchus contortus [114], Echinococcus granulosus [115] y Toxoplasma gondii
[116], entre otros. En el presente ensayo, los ovinos inmunizados con rFhLAP-CL1
+ Quil A, se indujo una proteccibn moderada tras ser infectados
experimentalmente con metacercarias de F. hepatic; ademas, se logré una fuerte
respuesta humoral en ovinos vacunados comparado con el grupo control de la
infeccion. Se ha demostrado que el adyuvante Quil A tras ser inyectado por via
subcutanea en ovinos, induce titulos elevados de anticuerpos séricos: 19G1, 1gG2,
IgA e IgE hacia F. hepatica, sugiriendo que el adyuvante “per se” estimula una
respuesta inmune pro-inflamatoria (Th1), ademas de reducir de forma significativa

el conteo de huevos fecales [97,112].
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La reduccién en la carga parasitaria en animales inmunizados, es un
parametro clave para evaluar la eficacia de una vacuna tras el desafio con
metacercarias de F. hepatica [117]. En el presente trabajo, la inmunizacion de
ovinos con la proteina quimérica redujo la carga parasitaria en un rango de
25.58% a 46.51%. En ovinos inmunizados con 200ug y 400ug de rFhLAP-CL1,
una reduccion significativa del 30.74% (p<0.05) y 46.51% (p<0.01) de la carga
parasitaria fue observada. Resultados similares de proteccion en rumiantes se han
reportado al utilizar proteinas recombinantes. En cabras inmunizadas con
rFhCL1+FhPrx (peroxirredoxina) y FhCL1 sola, ambas emulsionadas con Quil A,
se obtuvo una reduccion en la carga parasitaria del 33.3% y 38.7%,
respectivamente [81]. Golden y Col. (2010), reportaron reduccion significativa de la
carga parasitaria del 48.2%, en bovinos vacunados con una mutante inactiva de
Catepsina L1 (rmFhCL1) [44] y Garza-Cuartero y Col. (2018), obtuvieron un 37.6%
de reduccion de la carga parasitaria en bovinos inmunizados con el mismo
antigeno [79]. Por otra parte, en el presente estudio los ovinos inmunizados con
100ug de rFhLAP-CL1, se obtuvo un 25.5% de reduccion en la carga parasitaria,
sin embargo, no fue significativo, probablemente por la variabilidad encontrada o
por la baja concentracion del antigeno utilizado; esta baja proteccidén coincide con
lo reportado por Pacheco y Col. (2017), al inmunizar ovinos con 100ug de FhCL1+
ISA 70VG, no hubo reduccion de la carga parasitaria en animales inmunizados
comparado con el grupo control de adyuvante y control de la infeccién [104]. De
forma similar, Perez-Caballero y Col. (2018), reportaron nula proteccion en ovinos
inmunizados con la proteina rFh14-3-3z (100ug) emulsionado con Montanide™
ISA 71VG [9].

En ovinos infectados con metacercarias de F. hepatica, se ha reportado que
las tasas de implantacion del parésito en el higado varia de un 30% a 50% [6]. En
el presente ensayo de inmunizacion, las tasas promedio de implantacion de F.
hepatica en los grupos control de adyuvante y control de la infeccion fueron del

34.9% vy 38.7%, respectivamente; porcentajes similares se han obtenido en
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diferentes ensayos de vacunacién usando proteinas recombinantes contra F.
hepatica en ovinos que reportan tasas de implantacion del trematodo para los
grupos control desde un 32% hasta 51% [69,104,118]. En este estudio, los ovinos
inmunizados usando tres concentraciones diferentes de la proteina quimeérica, el
rango promedio de implantacion de F. hepatica fue del 20.7% a 28.8%; éstos
porcentajes de implantacion fueron ligeramente mas altos comparados con ovinos
inmunizados con las proteinas recombinantes rFhLAP[69], rFhCL1[104] vy
mimotopos de FhCL1[75,119]. El mecanismo de proteccion inducido por la
proteina rFhLAP-CL1 es desconocido, pero podria estar relacionado con la
produccion de anticuerpos tras la inmunizacion que podrian estar bloqueando la
actividad de ambas enzimas; como consecuencia, el mecanismo de evasion
inmune y adquisiciébn de nutrientes por el parasito podria ser inhibida, sin
embargo, se requieren otros estudios para explicar esta hipotesis.

La reduccion en la produccion de huevos por F. hepatica en animales
inmunizados con un antigeno vacunal, es otro parametro importante a evaluar, ya
qgue puede disminuir potencialmente la contaminacion de pastos y con ello, la
diseminacién de la enfermedad, ésta reduccion se mide a través del conteo de
huevos eliminados en las heces y se expresa en porcentaje [117]. En ensayos de
vacunacion de ovinos con antigenos nativos de cistein protesas, FhCL1 y FhCL2,
se han reportado una reduccion en la produccion de huevos desde 70% a 81%
[68,72]. En el presente estudio, los ovinos inmunizados con 200ug (G2) y 400ug
(G3) de rFhLAP-CL1 lograron una reduccion significativa en la produccion de
huevos de F. hepatica del 22.7% (p<0.05) y 24.4% (p<0.01), respectivamente;
aunque estos porcentajes de reduccion en la produccion de huevos fueron mas
bajos comparado con ensayos de vacunacion en rumiantes utilizando antigenos
nativos o recombinantes del parasito. En 2008, Villa-Mancera y Col. Inmunizaron
ovinos con mimotopos de Catepsina L1/L2, posterior al desafio con metacercarias,
la reduccién en el conteo de huevos fecales fue del 25% a 45% [75]. Contrario a lo

reportado por Hacariz y Col. (2009), que evaluaron el “efecto de adyuvante” de
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Quil A en ovinos contra F. hepatica, como resultado los ovinos que fueron
inyectados con el adyuvante mostraron una reduccion significativa en la
produccion de huevos de F. hepatica comparado con el grupo control de la
infeccion[97]. En el presente estudio, los ovinos inmunizados con 100ug de
rFhLAP-CL1 y el grupo control de adyuvante (Quil A), no presentaron reduccién en
la produccion de huevos; esta nula reduccion en la produccién de huevos de F.
hepatica en el grupo 1 y grupo de Quil A, coincide con otros ensayos de
vacunacién en bovinos, caprinos y corderos utilizando a Glutation S-transferasa,

cistein proteasas y rFhCL1 como inmundgenos contra F. hepatica[111,118,120].

Una de las caracteristicas poco evaluadas en los ensayos de vacunacion
contra F. hepatica, es el efecto anti-embrionacion de huevos del parasito; la
reduccién de la embrionacién de huevos del trematodo colectados de ovinos
inmunizados podria reducir la contaminacién de pastos y con ello, la transmision
de la enfermedad. En ensayos tempranos de vacunacion en bovinos utilizando
antigenos nativos del parasito (nFhCL1, nFhCL2, nFhHb), los porcentajes de
viabilidad de huevos de F. hepatica colectados de la vesicula biliar de animales
vacunados, fueron méas bajos (35-57%) comparados con el grupo control (95%)
[73,80]. En el presente ensayo de vacunacion con la proteina quimérica en ovinos,
se registré reduccion en la viabilidad de huevos del parasito de un 22% a 28%,
habiendo diferencias significativas respecto al grupo control de la infeccion que
presentd 59.6% de viabilidad de huevos de F. hepatica. Maggioli y Col.(2011),
reportaron una reduccion significativa de la viabilidad de huevos de F. hepatica en
ovinos inmunizados con rFhLAP que van de 9% a 54%[69]. EIl mecanismo de
reduccion de la viabilidad de huevos de F. hepatica en animales inmunizados es
desconocido, posiblemente los anticuerpos generados por la vacunacion
interactdan directamente con FhCL1 y FhLAP en la glandula vitelina o glandula de
Mehlis afectando directamente la produccién de huevos; otra posible alternativa es
gue con la vacunacion de la proteina quimérica en los ovinos, los anticuerpos

generados contra dichas FhLAP y FhCL1 son neutralizadas, por lo que se afecta
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la nutricién del paréasito y con ello su desarrollo, esta hipétesis es soportado en los
ensayos de vacunacion de ovinos con mimotopos de Catepsina L1, al encontrar
parasitos mas pequefios en animales inmunizados comparados con el grupo
control[75].

Aunque la viabilidad de huevos de F. hepatica colectados de la vesicula
biliar ha sido evaluada en la mayoria de los ensayos de inmunizacion en rumiantes
[69,73,110], determinar la viabilidad de huevos de F. hepatica en muestras fecales
nos acerca mas a la realidad. En este estudio, los huevos del parasito obtenidos
de muestras fecales en diferentes tiempos de la infeccion, fueron analizados para
determinar el porcentaje de su viabilidad; de manera interesante, los porcentajes
de viabilidad de huevos de F. hepatica colectados de ovinos inmunizados con la
proteina quimérica fueron del 67 a 82%, similar al grupo control de la infeccion
(88%). Del resultado anterior, se sugiere que la proteina quimérica no tuvo un
efecto anti-embrionacion en los huevos del parasito, por lo que se propone evaluar
la viabilidad de huevos provenientes de muestras fecales en ensayos de

inmunizacion contra F. hepatica.

Previamente, Herndndez y Col. (2016) evaluaron la antigenicidad de la
proteina quimérica al utilizar sueros de bovinos infectados naturalmente por F.
hepatica (positivos a huevos de F. hepatica por coprologia); como resultado, todos
los sueros de bovinos infectados reconocieron a la proteina quimérica pero no a
sueros de bovinos que fueron negativos a huevos de F. hepatica[94]. En el
presente ensayo de inmunizacion con la proteina quimérica en ovinos, se realiz6
un ensayo de ELISA utilizando como antigeno a los productos de FhES con el fin
de determinar si los anticuerpos inducidos por la inmunizacién en los ovinos eran
capaces de reconocer antigenos nativos del parasito; durante el pre-desafio, los
ovinos inmunizados con 200ug(G2) y 400ug(G3) de rFhLAP-CL1 presentaron
anticuerpos IgG anti-FhES significativamente mas altos comparados con ovinos
inmunizados con la menor concentracion (100ug) o grupos controles. Ademas, la

magnitud de los niveles de anticuerpos IgG anti-FhES en los grupos G2 y G3,
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fueron mas altos entre la semana 8 a 16, que en los grupos G1 o grupos control,
sugiriendo que los niveles de anticuerpos eran de células B de memoria
generadas por la vacunacion y que fueron reforzadas por los antigenos FhES.
Estos resultados coinciden con lo reportado por Villa y Col. 2008, al inmunizar
ovinos con mimotopos de FhCL1, los titulos de anticuerpos IgG anti-FhES antes y
después del desafio, fueron significativamente mas elevados en ovinos
inmunizados que en los grupos control [75]. En una infeccién natural por F.
hepatica en ovinos, los titulos de anticuerpos IgG anti-FhES incrementan dos
semanas post-infeccién, permaneciendo elevados hasta el final del experimento
(semana 22)[16]. En el presente ensayo de vacunacion con la proteina quimérica,
los grupos control de la infeccion y control del adyuvante, los niveles de IgG anti-
FhES fueron similares a una infeccidén natural. El reconocimiento de los antigenos
nativos del parasito por anticuerpos generados en ovinos inmunizados con la
proteina quimérica pre-desafio, sugieren que rFhLAP-CL1 comparten epitopes con
los antigenos FhLAP y FhCL1 nativos, aunque otros estudios son necesarios para

dilucidar esta hipotesis.

La inmunogenicidad inducida por la proteina quimérica en ovinos
vacunados fue demostrado al producir una fuerte respuesta de anticuerpos anti-
rFhLAP-CL1 tras la primera inmunizacién, que se mantuvo hasta el final del
experimento. Este resultado coincide con lo reportado por Hernandez y Col.(2016),
al inmunizar conejos con la rFhLAP-CL1, los conejos produjeron niveles elevados
de IgG anti-rFhLAP-CL1[94]. Posteriormente, analizamos los isotipos de IgG
(IgG1/1gG2) anti-rFhLAP-CL1 en todos los animales de experimentacion a través
de ELISA utilizando a la rFhLAP-CL1 como antigeno. En estudios previos han
demostrado que la produccion de IgG1 predominante se asocia con una respuesta
iInmune no protectora tipo Th2 en ovinos y bovinos infectados naturalmente; en
contraste, una fuerte respuesta de IgG2 (Thl) fue asociada con una baja carga
parasitaria en bovinos inmunizados con Catepsina L2 y hemoglobina [47]. En el

presente estudio, los tres grupos inmunizados con la proteina quimérica (G1-G3),
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lograron un incremento significativo en los niveles de IgG1l e 1gG2 anti-rFhLAP-
CL1 comparados con los grupos control (adyuvante e infeccion), sugiriendo una
mezcla de respuesta Th1l/Th2. Los niveles mas altos de IgGl e 1gG2 fueron
observados en ovinos inmunizados con 200ug y 400ug de la proteina quimérica,
gue se relaciona con los mayores porcentajes de proteccion medido por la
reduccion de la carga parasitaria; mientras que en ovinos de los grupos control
post-desafio, se observaron altos niveles de IgG anti-FhES y bajos niveles de
IgG2 anti-rFhLAP-CL1, sugiriendo una respuesta inmune Th2 no protectora, que

fue evidenciado por el mayor numero de parasitos recuperados.

Algunos estudios han demostrado una correlacion significativa entre
respuesta de anticuerpos séricos (IgG) y reduccion de la carga parasitaria luego
de la vacunacion con antigenos de F. hepatica. Mulcahy y Col. (1998) encontraron
altos titulos de IgG1 e IgG2 que fueron asociadas con baja carga parasitaria; por
el contrario, bajos titulos de anticuerpos de IgG1l/lgG2 se asociaron con mayor
carga parasitaria[47]. En nuestro ensayo de vacunacion con la proteina quimérica,
al realizar el analisis de correlacion entre los niveles de anticuerpos de IgG con la
carga parasitaria, hubo una correlacion significativa entre niveles elevados de
IgG1 e IgG2 anti-rFhLAP-CL1 con carga parasitaria, cuando el analisis se realiz6
al momento del desafio y al incluir todos los animales de experimentacion, pero no
hubo correlaciéon cuando el analisis se realizo al final del experimento o cuando el
analisis se realizé por grupo. Un resultado similar ha sido reportado por Maggioli y
Col. (2011), donde observdé una correlacion significativa entre titulos de
anticuerpos (IgG e isotipos) con la carga parasitaria en ovinos inmunizados con
FhLAP usando diferentes adyuvantes[69]. Contrario a lo anterior, en otro ensayo
de vacunacion usando a la Tiorredoxina Glutation en ovinos, tras analizar la
asociacion entre titulos de IgG e isotipos IgG1, IgG2 contra la carga parasitaria, no
encontraron correlacién significativa[121]. La mezcla de isotipos de anticuerpos
IgG1/1gG2 en ovinos inmunizados con la proteina quimérica rFhLAP-CL1 en este

ensayo fue asociado con proteccion y aunque el rol de anticuerpos en la
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proteccion contra F. hepatica no es clara, esta mezcla de respuesta de
anticuerpos ha sido reportado en otros ensayos de inmunizacion con niveles de

proteccion significativos [76,122].

La mezcla de respuesta Th1/Th2 inducida en ovinos inmunizados con la
proteina quimérica, pudo ser promovida por epitopes protectores contenidos en la
proteina quimérica. El fragmento mas grande de la proteina quimérica comprende
las secuencias antigénicas de FhCL1 (411pb) y el resto por FhLAP(270pb), estas
secuencias fueron seleccionadas por andlisis bioinforméticos prediciendo epitopes
de células B [94]. Al analizar la secuencia de aminoacidos de la proteina
quimérica, identificamos epitopes inmunoprotectores de FhCL1, previamente
reportados por otros investigadores. Harmsen y Col. (2004) reportaron una
reduccion de la carga parasitaria de 63.6% y 40.4% en ratas inmunizadas con los
epitopes de SPCL1la (15-33 a.a de FhCL1) y SPCL1b (104-122 a.a de FhCL1),
respectivamente[123]. Utilizando mimotopos de FhCL1 (181-191 a.a.
YPYTAVEGQCRY de rFhLAP-CL1) como inmundgenos en ovinos y ratas, se indujo
una proteccion del 47.61% y 66.67%, respectivamente[75,124]. En otro ensayo de
inmunizacion, caprinos vacunados con los mimotopos 4,11 y 15 de CL1 (283-289
a.a de FhCL1, RGYIRMA de rFhLAP-CL1) indujeron 31.08% de proteccién tras la
infeccidén, asi como una mezcla de respuesta inmune Th1/Th2[76]. Ademas, la
region QTCSPLSVNHAVLAVGYGTQ de la proteina quimérica se sobrepone con los
péptidos B7 (QTCSPLRVNHAVLAVGYGTQ) y B8 (QTTSPLRVNHAVLAVGYGTQ)
(245-264 a.a de FhCL1) reportados por Rojas-Caraballo y Col. (2014), que
indujeron una mezcla de respuesta inmune Thl/Th2/Thl7 en ratones

inmunizados[95].

Finalmente, la baja proteccion inducida por la proteina quimérica en ovinos
inmunizados con la menor concentracion proteica, pudo ser atribuida a epitopes
no protectores contenidas en la secuencia de FhCL1. En un estudio reciente,
Garza-Cuartero y Col. (2018) caracterizaron epitopes lineales de células B

utiizando anticuerpos de sueros de bovinos vacunados e infectados
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experimentalmente que reconocen regiones especificas de FhCL1 [79]. Los
sueros de bovinos vacunados y controles, reconocieron tres regiones especificas
de FhCL1 en las posiciones: 268-285aa, 288-296aa y 301-309aa, estos epitopes
estan contenidas dentro de la region de FhCL1 de la proteina quimeérica, por lo
cual podria ser atribuido la baja proteccion en ovinos inmunizados con la menor
concentracion de rFhLAP-CL1.

A pesar de los esfuerzos por desarrollar una vacuna contra F. hepatica
utilizando proteinas recombinantes, niveles bajos a moderados de proteccidén han
sido obtenidos en rumiantes[78,81,111]. Nuestro grupo de investigacion, aposto
por el desarrollo de una proteina quimérica que contuviera las secuencias mas
antigénicas de las dos proteasas candidatas a la primera vacuna comercial contra
F. hepatica: FhLAP y FhCL1, esperando aumentar el grado de proteccion en los
rumiantes inmunizados. En este estudio se demostré que la proteina quimérica
contiene propiedades antigénicas e inmunogénicas ya que se indujo una fuerte
respuesta inmune en ovinos inmunizados. Ademas, con la inmunizacién de la
proteina quimérica, hubo una reduccion de la carga parasitaria junto con una
disminucién en la produccién de huevos en animales inmunizados comparados
con el grupo control de la infeccién. Los datos presentados aqui son el primer
reporte a nivel mundial del uso de una proteina quimérica compuesta de
secuencias antigénicas de FhLAP y FhCL1 como inmundgeno contra F. hepatica

evaluada en ovinos.
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8. CONCLUSIONES

La secuencia de nucleétidos y aminoéacidos de la proteina quimérica experimental
con la predicha in silico, se conserva en un 96% y 93%, respectivamente.

La proteina quimérica se expresd en la fraccion insoluble, como agregados en
cuerpos de inclusioén, con un peso molecular aproximado de 31 kDa.

La proteina quimérica se expreso6 desde la primera hora post-induccién con IPTG
hasta las 16h, posteriormente, la expresion declina conforme pasa el tiempo.

La proteina quimérica se eluye a concentraciones de 50mM, 150mM y 250mM de
Imidazol durante su purificacion por cromatografia de afinidad a niquel.

Los niveles de proteccion inducido en ovinos inmunizados con 100ug, 200ug y
400ug de la proteina quimérica emulsionado con Quil A, fueron del 25.58%,
30.74% y 46.51%, respectivamente.

El menor porcentaje de implantacibn de parasitos fue obtenido en ovinos
inmunizados con las tres concentraciones diferentes de la proteina quimérica
(20.7-28.8%) comparado con los grupos control (34.9-38.7%).

Hubo reduccion en la produccién de huevos del 22.7% y 24.4% en ovinos
inmunizados con 200ug y 400ug de la proteina quimérica, respectivamente.

La viabilidad de huevos de F. hepatica colectados de vesicula biliar fue mas bajo
en ovinos inmunizados (22-28%) que en el grupo control de la infeccion (59.6%).

Los titulos de IgGl e IgG2 anti-rFhLAP-CL1 fueron maés altos en ovinos
inmunizados que en los grupos control de adyuvante e infeccion durante toda la
fase experimental.

Hubo una correlacién significativa entre titulos IgG1 (r?=-0.523, p=0.007) e IgG2
(r>=-0.688, p=0.001) con carga parasitaria.

Los titulos de IgG e IgG2 anti-FhES fueron mas altos en ovinos inmunizados con
200ug y 400 pg de la proteina quimérica que en ovinos de los grupos control.

Hubo correlacién negativa significativa entre titulos de 1gG2 anti-FhES (r?=-0.464,
p=0.020) con la carga parasitaria.

Una respuesta Th1l/Th2 fue obtenida en ovinos inmunizados con la proteina

guimérica al inducir niveles elevados de IgGl e IgG2, que se asocia con
proteccién contra fasciolosis.
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9. PERSPECTIVAS

Los resultados de inmunoproteccion conferido por la proteina quimérica en
ovinos inmunizados, medido por la reduccién de la carga parasitaria, produccién
de huevos y el desarrollo de una respuesta inmune Th1/Th2, nos alienta para
continuar con estudios sobre la respuesta inmune celular inducida por la proteina
quimeérica, cuantificar citocinas pro- y anti-inflamatorias. Asimismo, evaluar el dafio
hepatico de ovinos inmunizados e infectados experimentalmente, a través de
enzimas hepéticas y estudios histopatoldégicos. Ademas de realizar diferentes
ensayos de proteccion, empleando un mayor nimero de animales con diferente
sexo, diferentes especies de rumiantes de importancia econémica, aumentar la
concentracion proteica y evaluar con diferentes adyuvantes disponibles en el
mercado, podria aumentar el grado de proteccion conferida por la proteina

guimérica.
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10. LISTA DE ABREVIATURAS

AAM®: Macrofagos activados de forma alternativa
ACF: Adyuvante completo de Freund

ADCC: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
AIF: Adyuvante incompleto de Freund

Carb: Carbenicilina

CD4*: Linfocitos T cooperadores

CD8*: Linfocitos T citotoxicos

CPS: Métodos coproparasitoscopicos

DCs: Células dendriticas

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked
Immunoabsorbent Assay)

FABP: Proteinas de unién a 4cidos grasos

FEC: Conteo de huevos fecales

Fh15: Proteinas de unidn a acidos grasos recombinante
FhCB: Catepsina B de F. hepatica

FhCL1: Catepsina L1 de F. hepatica

FhES: Antigenos de excrecidn-secrecion de F. hepatica
FhHb: Hemoglobina de F. hepatica

FhLAP: Leucina Aminopeptidasa de F. hepatica
FhPrm: Paramiosina de F. hepatica

FhPrx: Peroxirredoxina de F. hepatica

FhSAP2: Saponsin 2 de F. hepatica

GST: Glutation S-transferasa

HRP: Peroxidasa de rabano (horseradish peroxidase)
IBs: Cuerpos de inclusion

IFN: Interferén

IgG: Inmunoglobulina G

IPTG: Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

mAb: Anticuerpo monoclonal
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Medio LB: Luria Bertani

Medio SOC: Medio de caldo superdptimo

M®: Macrofagos

NEJs: Parasito juvenil recién desenquistado, del inglés newly excysted juveniles
OD: Densidad optica

ON: Oxido nitrico

P.i: Post-infeccion

PBS: Solucién Salina tamponada (Phosphate buffered saline)

PBST: Solucién Salina tamponada con Tween 20

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pH. Potencial de hidrégeno

Placa LM: Medio de cultivo en agar

proFhCL1: Zim6geno inactivo de catepsina L1 de F. hepatica

PVDF: Membrana de fluoruro de polivinilideno

rCPFhW: Cisteina proteasa W recombinante de F. hepatica

rFh14-3-3z: Proteina 14-3-3z de F. hepatica

RPM: Revoluciones por minuto

rSm14: Proteinas de union a acidos grasos recombinante de Schistosoma
mansoni

rTGR: Tiorredoxin Glutation reductasas recombinante

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)

SOD: Superéxido dismutasa

SPI: Semanas post-infeccion

TCBZ: Tricabendazol

TCBZ-R: Resistencia al triclabendazol por F. hepatica

TGR: Tiorredoxin Glutation Reductasa

TMB: 3,3",5,5 -Tetrametilbenzidina
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ANEXO I. Material suplementario

Cuantificacién del plasmido guimérico PET15b-LAPCL1 por

espectrofotometria de luz UV.

Tabla 4. Cuantificacion  del
plasmido quimérico pET-15b-

LAPCL1
ID_clon Concentracion Ratio
(ng/pl) 260/280

Clon 1 173.0 1.87
Clon 2 509.7 1.87
Clon 3 403.9 1.88
Clon 4 465.5 1.86
Clon 5 502.2 1.83
Clon 6 947.6 1.89
Clon 7 396.0 1.88
Clon 8 208.1 1.85
Clon 9 290.7 1.88
Clon 10 429.2 1.87

MP 1 2 3 4 5 6

Figura 1.1. Identificacion del plasmido pET15b-LAPCL1 en gel de agarosa al
1%.

Clonas del plasmido quimérico recombinante pET15b -LAPCL1 purificados por QlAprep
miniprep. Gel de agarosa 1%. Los plasmidos de ADN (carril 1-9) fueron tefiidos con bromuro de
etidio (0.5pg/ml). MP: marcador de peso.
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Figura 1.2. Alineamiento a nivel de nucleétidos de la secuencia quimérica

predicha (in silico) con la experimental obtenida. Hubo 96% de homologia.

Experimental quimera LAP-CL1 (847pb)
Sequence ID: Query_110389 Length: 846 Number of Matches: 1

Range 1: 64 to 744 Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1103 bits(597) 0.0 654/682(96%) 2/682(0%) Plus/Plus
Predicha 1 GGAACGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGGACTATCTGAAAACTTCACTCGGTGGT
. IIlHIIIIIlllllIIHH||||||||IHI||I|I|III| [LLLELEEELLELLLL]
Expenmental 64 CCGGAACGAATGGCTGCACCCAGAATTGTGGACTATCTGAGAACTTCACTCGGTGGT
Predicha 61 GGGAATTACCA GTGGAAAAGG CAGAAATACCCTCTGATGGCT 120
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Experimental 124 ATGAAGGGAATTACCATGAGTGTGGAARAGG CAGAAATACCCTCTGATGGCT 183
Predicha 121 GCGGTGAATCGTGCGGCATCCGTTGTCGCACGCCATGACGGACGCGTGGTTCATCTCAAG 180
[LELLTLL] l|l||||ll|lIlIIIIlIIIIIIIlIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIII
Expen'mental 184 GCGGTGAATTGTGCGGCATCCGTTGTCGCACGCCATGACGGACGCGTGGTTCATCTCAAG 243
Predicha 181 TACGAGCCGCCCAATCCAACCGA T GGATACGACTCTTTACTTGATTGGAAAAGGT. 240
IIIIIIIIIIIIIllII HII [ IIIII||||I|I|||||||||I||||||||||
Experimental 244 GAGCCGCCCAATC CGAGGTGGATACGACTCTTTACTTGATTGGAARAGG 303
Predicha 241 ACTTATGACACCGGTGGAGCAGACATCAA TTGGAAACCGAGTCTTCTTATCCCTAC 300
[LLEELLEELETLL) ||HllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||I|l|l|l|| [l
Experimenlal 304 ACTTATGACACCGGTGGAGCAGACATCAAGGGATTGGAAACCGAGTCTTCTTATCCGTAC 363
Predicha 391 AGGGCTGTGGAAGG GATACAACGAGCAGTTGGGAGT TGCCAAAGTGA 360
. | lllIIlIIIllI IIlHIIllIlIlI |||||I|| IIII||||||||||l||l|||
Expenmental 364 ACGGCTGTGGAAGGTCAGTGTCGATACAATGAGCAGTTAGGAGTTGCCAAAGTGA 423
Predicha 361 TACTAT ACTGTGCATTCTGGCAGTGA TTGAAAAATCTAGTCGGTTCCGAAGGA 420
_ CLLEE LEELETELELLL] IlI|||||I|||||||||l||||||||||||| [LETLLL
Expenmema] 424 TACTACACTGTGCATTCTGGCAGTGAGG TTGAAAAATCTAGTCGGTGCCGAAGGA 483
Predicha 421 CCTGCCGCGAT GCTGTGGAGGCCGAAT TGACTTCATGATGTACAGGAGTGGTATTTAT 48@
: CUEREEEEE & RERERREr L TEELEEn e et et e e il
Expenmental 484 CCTGCCGCGGTCGCTGTGGATGTGGAATCTGACTTCATGATGTACAGGAGTGGTATTTAT 543
Predicha 481 GAGCCAAACTTGTTTACCG-TTCGCTTTGAATCATGCAGTCTTGGCTGTCGGTTATGG 539
_ ||||l|||||||IIII JTIRINE ||l|||||||||l|||||||I||||||| II
Expenmental 544 CCAAACTTGTTCACCGCTTAG-TGTGAATCATGCAGTCTTGGCTGTCGGTT 602
Predicha 540 GGTACTGACTATTGGATTGTGAAAAATAGTTGGGGATTGTCGTGGGGTGA 599
, IIII!IIIIIIIII (111 llIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIII|| (1 LI
Expemmental 603 CACAGGATGGTACTGACTATT! GTGAAAAATAGTTGGGGATCGTACTGGGGTGA 662
Predicha 692 GCGCGGTTACATTCGAATGG GGTAACATGTGTGGAATTGCTTCGCTGGC 659
IIHI||I||l|l|ll|l|l|||||||l|||||||||||||l||||||||||I|||||
A 663 GCGCGGTTACATTCGAATGG AACATGTGTGGAATTGCTTCGCTG 722
Experimental

Predicha 66@ CAGTCTCCCGATGGTGGCACGA 681

; LELLLLLELETELELLLL
Experimentll 723 GCTTCTCCCGATGGTGGCACGA 744
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Figura 1.3 Traduccion de la secuencia de nucledtidos a aminoacidos de la

guimera predichay la experimental.

>Predicha 1
DPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASVVARHDGRVVHLKYEPPNP

TEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGSEVEL

KNLVGSEGPAATAVEAESDEMMYRSGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGYGTODGTDYWIVKNSWGLSW
GERGYIRMARNRGNMCGIASLASLPMVAR

>Experimental 1
DPERMAAPRIVDYLRTSLGGMKGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNCAASVVARHDGRVVHLKYEPPNP

TEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIKGLETESSYPYTAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGSEVEL

KNLVGAEGPAAVAVDVESDFMMYRSGIYQSQTCSPLSVNHAVLAVGYGTQDGTDYWIVKNSWGSYW
GERGYIRMARNRGNMCGIASLKLLPMVAR

Figura 1.4. Alineamiento a nivel de aminoacidos de LAP de la secuencia
guimérica predicha (in silico) contra la experimental obtenida. LAP se

conserva en un 98%

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

LAP-predicha DPERMAAPRIVDYLKTSLGGMKGI TMSVEKVDIQKYPLMAAVNRAASYVARHDGRVVHLE 68
LAP-Experimental DPERMAAPRIVDYLRTSLGGMEGITMSVEKVDIQKYPLMAAVNCAASYVARHDGRVVHLE 60
AR R RO OROK ke R R R R R s e o o b o b ook e Tk ok b b o o o o o ok ok i o e
LAP-predicha YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIK 9@
LAP-Experimental YEPPNPTEVDTTLYLIGKGITYDTGGADIK 9@
380 90 0 90 00 90 M R 4 4 4 4 THE S S B e o 24 28 36 28 080 8o o #

Figura 1.5. Alineamiento a nivel de aminoacidos de CL1 de la secuencia
guimérica predicha (in silico) contra la experimental obtenida. CL1 se
conserva en un 91%.

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CL1-predicha GLETESSYPYRAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGSEVELKNLVGSEGPAATAVEAES 60

CL1-Experimental GLETESSYPYTAVEGQCRYNEQLGVAKVTGYYTVHSGSEVELKNLVGAEGPAAVAVDVES 60
EELEEELEL S S S S SR S L L -\1-‘-\1-‘-\1-‘*************: ''''''''''''''' s kK. kK

CL1-predicha DEMMYRSGIYQSQTCLPFALNHAVLAVGYGTQDGTDYWIVKNSWGLSWGERGYIRMARNR 12@

CL1-Experimental DFMMYRSGIYQSQTCSPLSYNHAVLAVGYGTQDGTDYWIVIKNSWGSYWGERGYIRMARNR 120
6O OO e e R R R RS IR S SRS S St S W

CL1-predicha GNMCGIASLASLPMVAR 137

CL1-Experimental GNMCGIASLKLLPMVAR 137

OROH HOR R RN O Ok
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Figura 1.6. Calculo del peso molecular y punto isoeléctrico de la proteina

guimérica por Expasy PI/Mw tool

Compute pl/Mw

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

18 20 g ap 59 60
DPERMAAPRI VDYLRTSLGG MKGITMSVEK VDIQKYPLMA AVNCAASVVA RHDGRVVHLE
78 80 ETe) 100 119 120

YEPPMPTEVD TTLYLIGKGI TYDTGGADIK GLETESSYPY TAWEGQCRYN EQLGWAKNVTG

138 148 158 160 178 180
YYTWVHSGSEY ELKNLVGAEG PAAVAVDVES DFMMYRSGIY QSQTCSPLSV NHAVLAVGYG

198 2

@ 218 220
TODGETDYWIV KNSWGSYWG

RGYIRMARNR GMMCGIASLE LLPMVAR

m &

Theoretical pl/Mw: 6.12 / 2478017

SOLUCIONES UTILIZADAS

Luria Bertani (LB, 1L)
e Cloruro de sodio (NaCl) -10gr
e Extracto de Levadura — 5gr
e Peptona de caseina — 10 gr
Diluir los en agua destilada y esterilizar por autoclave.

Placas LB-Agar

e Medio LB més agar bacteriol6gico -15gr/L
Diluir en agua destilada y esterilizar por autoclave.
Preparar con el antibiético de seleccion.

Medio LB + Cloruro de magnesio (MgCly)
e Al medio LB suplementar con 20 mM de cloruro de magnesio
Preparar 50-100ml, esterilizar por autoclave.

Solucién de cloruro de calcio (CaCly) estéril frio.
e Preparar 100 ml de CaCl,a 50 mM
Filtrar con pirinola de 0.22uM

Solucién de CaClyy glicerol
e 50mM de CacCl; filtrado (0.22uM) méas 20% de glicerol

98



Placas LM agar
o 1% (w/v) Bactotryptona
o 0.5% (w/v) Extracto de levadura
e 10mM Cloruro de Sodio (NaCl)
e 10 mM sulfato de magnesio (MgSO.)
e 1.5% (w/v) Bacto-Agar
Preparar con agua destilada, autoclavear y adicionar el antibiético de seleccion.

Medio SOB

2% (w/v) Bacto-tryptona

0.5 % (w/v) Extracto de Levadura
10 mM NaCl

2.5 mM KClI

10 m MgCl,

10mM MgSO.

El medio SOB se prepara con agua destilada, pH 7.0 y luego esteriliza por autoclave. El
MgCl.y MgSO. se adiciona de forma separada, previamente filtradas (0.22um).

Medio SOC
¢ Medio SOB suplementado con 20mM de glucosa.
El agua usada debe ser la mas pura posible (MiliQ)

PBS-10X
e 80gr Cloruro de sodio (NaCl)
e 2gr Cloruro de potasio (KCI)
o 14.4gr Fosfato de Sodio dibasico (Na;PO4-7H-0)
e 2.4gr Fosfato de potasio monobasico (KH2PO.)
Ajustar pH 7.4, ajustar volumen para 1 L, esterilizar por autoclave.

Amortiguador de sonicacién (As)
e 50 mM de Tris-HCI

1mM de PMSF

100mM NacCl

20mM imidazol

Filtrar y ajustar pH 8.0.

Amortiguador de unién (Bb)
¢ 50mM de Fosfato de sodio monaobasico (NaH2PO,)
e 50mM Cloruro de sodio (NaCl)
e 8M urea (CH4N;0)
e 10mM Imidazol (C3HiNy)
Filtrar y ajustar pH 8.0. Utilizar agua MiliQ

Amortiguador de elucion (Be)
e 50 mM de Fosfato de sodio monobésico (NaH2PO.)
e 50 mM NaCl
e 8 M urea (CH4N20)
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e 500 mM Imidazol (C3HaNy)
Filtrar y ajustar pH 8.0. Utilizar agua MiliQ

Solucion de fosfatos
¢ 50mM de Fosfato de sodio monabasico (NaH.PO,)
e 50mM NacCl
Ajustar pH 8.0.

Amortiguador de lisis para SDS-PAGE
e SDS 10%

B-mercaptoetanol 5%

Glicerol 20%

0.2 M Tris-HCI, pH 6.8

Azul de bromofenol 0.05¢g

Agua MiliQ

Solucién de corrida para geles SDS-PAGE (SDS 1x)

e Glicina 1.91M
e Tris-Base 0.25M
e SDS 1%

Agua destilada

Solucién de transferencia
e Tris 0.25M
e Glicina 1.91M
Agua destilada

Solucion de tincién
e Azul de Coomassie 0.1%
e Metanol 50%
e Acido acético 7%
Preparar en agua destilada, tefiir dos minutos o mas.

Solucién destefidora de geles o membranas
e 50% metanol
e 7% acido acético
o 43% agua destilada

Solucién de lavado
e PBS-1x/Tween 20 al 0.05%, pH 7.4

Solucién de bloqueo
PBS-1x/Tween 20 al 0.01%, BSA 3%
Solucién de incubacion

PBS-1x/Tween 20 al 0.05%, BSA 1%.
100



ANEXO II. Publicacién de articulo

101



Vaccine 37 (2019) 3234-3240

Contents lists available at ScienceDirect
accine

Vaccine

journal homepage: www.elsevier.com/locate/vaccine N

Moderate protection is induced by a chimeric protein composed of N

Check for

leucine aminopeptidase and cathepsin L1 against Fasciola hepatica
challenge in sheep

S. Ortega-Vargas **, C. Espitia”, A. Sahagtin-Ruiz ¢, C. Parada®, A. Balderas-Loaeza?, A. Villa-Mancera ¢,
H. Quiroz-Romero

2 Departamento de Parasitologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México, Av. Universidad 3000, Delegacién Coyoacdn, Ciudad
de México C.P. 04510, Mexico

b Departamento de inmunologia, Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México, C.P. 04510 México, DF, Mexico

€ Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Nacional Auténoma de México, Av. Universidad 3000,

Delegacion Coyoacdn, C.P. 04510 México, D.F, Mexico

d Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, 4 Sur 304 Col. Centro, C.P. 75482, Tecamachalco, Puebla, Mexico

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 17 December 2018

Received in revised form 16 April 2019
Accepted 18 April 2019

Available online 26 April 2019

Leucine aminopeptidase (FhLAP) and cathepsin L1 (FhCL1) of Fasciola hepatica play a critical role in par-
asite feeding, migration through host tissue, and immune evasion. These antigens have been tested for
immune protection as single components with variable degrees of success. The chimeric-protein
approach could improve protection levels against fasciolosis. Previously, we reported the design and con-
struction of a chimeric protein composed of antigenic sequences of FhLAP and FhCL1 of F. hepatica. The
goal of the present study was to express and evaluate the immune-protective capacity of this chimeric
protein (rFhLAP-CL1) in sheep. Animals were randomly allocated into five groups with five animals in
Chimeric . each group. Groups 1, 2 and 3 were immunized twice with 100 pg, 200 pg and 400 pg of rFhLAP-CL1
protein ? . . . . y .
Immunization emulsified with Quil A adjuvant, whereas groups 4 and 5 were the adjuvant control and infection control
Sheep groups, respectively. The animals were then challenged with 200 metacercariae two weeks after the
rFhLAP-CL1 booster. The fluke burden was reduced by 25.5%, 30.7% (p < 0.05) and 46.5% (p <0.01) in
sheep immunized with 100 pg, 200 pg and 400 pg of chimeric protein, respectively, in comparison to
the infection control group. There was a reduction of 22.7% (p < 0.05) and 24.4% (p <0.01) in fecal egg
count in groups 2 and 3, respectively, compared to the infection control group. Sheep immunized with
chimeric protein produced F. hepatica excretion-secretion product-specific total IgG antibody, which
were increased after challenge. Moreover, the levels of rFhLAP-CL1-specific IgG1 and IgG2 isotypes in
immunized sheep increased rapidly two weeks after the first immunization and were significantly more
elevated than those of the control groups, indicating a mixed Th1/Th2 response. This is a preliminary
evaluation of the chimeric protein rFhLAP-CL1 as a possible immunogen against F. hepatica infection in
sheep.

Keywords:
Fasciola hepatica

© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Fasciolosis is caused by the digenetic trematode Fasciola hepat-
ica, a major parasitic disease of livestock, particularly sheep, goats
and cattle. The economic losses to livestock production by fasciolo-
sis are estimated to be over US$3 billion per annum, with over 600
million animals infected [1]. Furthermore, fasciolosis is recognized
as an emerging human disease with an estimated 2.4 million

* Corresponding author.
E-mail address: fmvz.samy@comunidad.unam.mx (S. Ortega-Vargas).

https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2019.04.067
0264-410X/© 2019 Elsevier Ltd. All rights reserved.

people infected and 180 million at risk of infection [1,2]. Currently,
the control of F. hepatica is based on anthelmintic treatment, and
triclabendazole is the drug of choice, which is active against both
juvenile and mature flukes [3]. However, due to the overuse of
anthelmintics, resistance to triclabendazole and other fasciolicides
has been reported [4,5]. In addition, the fasciolicides do not pre-
vent reinfections, and continuous treatment leads to resistance
and increased treatment expenses. This, along with consumer
pressure for chemical free foods, increases interest in new control
strategies, and the development of a vaccine would offer an alter-
native method of control for this disease [1,6].
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There are several antigens of F. hepatica that have been charac-
terized and proposed as possible vaccine candidates in the form of
native or recombinant proteins, including glutathione S-
transferase [7], saposin-like protein-2 [8], cathepsin L1 [9] and leu-
cine aminopeptidase [10], with variable protection levels when
administered as single components.

Cathepsin L1 (FhCL1) and leucine aminopeptidase (FhLAP) of F.
hepatica are involved in crucial activities such as migration, feeding
and immune evasion, and both proteases have been identified in
FhES products, used in immunoassays [11,12] and proposed as
promising candidates for vaccination [13,14]. Previous vaccine tri-
als with rFhCL1 and rFhLAP have shown reductions in fluke burden
ranging from 37.6% to above >80% in cattle and sheep, respectively
[9,10], depending on the strategy used to obtain these immuno-
gens. Chimeric proteins have the ability to present multiple anti-
genic epitopes from different proteins at the same time and thus
can induce better levels of protection against pathogens [15]. To
date, few studies have focused on the use of chimeric proteins to
induce better levels of immunoprotection against parasites, includ-
ing Schistosoma mansoni [16], Babesia bovis [17] and Plasmodium
vivax [18]. The immunization of mice with two chimeric proteins
composed of tegument proteins of S. mansoni, SmTSP-2 fused to
the N- or C-terminus of Sm29, induced a reduction in worm burden
and liver pathology compared to control groups [19]. To our
knowledge, there are no reports of the use of chimeric proteins
based on sequences of LAP and CL1 as possible immunogens
against F. hepatica in ruminants. Our research group previously
designed and constructed a chimeric protein composed of four
and six antigenic determinants of LAP (GenBank; AAV59016.1;
192-281 aa) and CL1 (GenBank CAC12806.1; 173-309 aa), respec-
tively. The selection of these sequences was based on bioinformat-
ics analyses that predicted these antigenic regions (BCEPred,
ABCPred and Kolaskar & Togaonkar) [20]. The CL1 region of the chi-
meric protein comprised B-cell epitopes; two epitopes within the
chimeric sequence (181-191 aa and 283-289 aa) were previously
evaluated as immunogens and showed protection of 47.61% and
30.08% against F. hepatica in sheep and goats, respectively
[21,22]. Another region (245-264 aa) of CL1 induced high levels
of IgG, IFN-vy, IL-4 and IL-17 in mice immunized with peptide B7/
B8 [23]. In addition, the sequence of CL1 (288-296 aa) has been

recognized by sera of cattle vaccinated with FhCL1/FhCL3 [9].

The aim of this study was to express and evaluate the level of
protection and the immune response in sheep immunized with
an rFhLAP-CL1 chimeric protein formulated with Quil A adjuvant
and challenged with F. hepatica metacercariae. The worm burden,
fecal egg count and serum levels of antibodies were analyzed.

2. Materials and methods

2.1. Expression and purification of the rFhLAP-CL1 recombinant
chimeric protein

The 681 bp chimeric gene contains 270 bp of LAP and 411 bp of
CL1 and was previously subcloned into the expression vector
pET15b [20]. The pET15b-LAP/CL1 recombinant plasmid was trans-
formed into Rosetta (DE3) E. coli, spread onto agar plates contain-
ing 100 pg/ml carbenicillin (Carb) and incubated at 37°C
overnight. After that, a clone was selected and grown in 3 ml of
Luria-Bertani medium supplemented with 100 pg/ml of Carb (LB/
Carb) and incubated at 37 °C with shaking at 220 rpm overnight.
A culture of the recombinant strain was used to subculture fresh
medium (1:100 dilution) containing antibiotic selection. When
the cultures reached an ODggo = 0.5-0.6, expression was induced
using 0.25mM isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG;
Sigma-Aldrich, México). After four hours, bacterial cells were har-

vested by centrifugation, washed twice with 1x PBS pH 7.4 and
resuspended in 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 1 mM PMSF, 100 mM Nacl,
and 20 mM imidazole, incubated at 4 °C for 45 min and sonicated
(10 burst cycle of 30s with 30s pauses). The lysate was cen-
trifuged at 20,196 x g for 40 min at 4 °C, and the pellet was washed
with PBS-1% Triton X-100. Then, the pellet was solubilized in bind-
ing buffer (50 mM NaH,P04-H,0, 50 mM NaCl, 8 M urea, and
10 mM Imidazole, pH 8.0) and incubated at 4 °C with gentle stir-
ring. Following incubation, cell debris was removed by centrifuga-
tion, and the supernatant was filtered through a 0.45 pm Millipore
filter.

The purification of His-tagged chimeric protein was carried out
using an AKTA-FPLC purification system (GE Healthcare) by
HisTrap™ HP columns (GE Healthcare Life Sciences, USA) under
denaturing conditions. The filtered supernatant was applied to a
HisTrap™HP column previously equilibrated with binding buffer,
the column was washed with buffer containing 50 mM NaH,POg4-
-H,0, 50 mM NaCl, 8 M urea, and 20 mM Imidazole at pH 8.0,
and bound proteins were eluted through a stepwise gradient with
elution buffer (50 mM NaH,PO4-H,0, 50 mM NaCl, 8 M urea, and
500 mM Imidazole, pH 8.0). The protein-containing fractions were
pooled and dialyzed against phosphate buffer (50 mM NaH,PO4-
-H,0 and 50 mM NacCl, pH 8.0) with a step gradient of 6 M to zero
M urea. The protein concentration was determined using a bicin-
choninic acid assay (ThermoFisher Scientific, USA). Sample purity
was evaluated on 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) gels stained with Coomassie Blue.
The chimeric protein was confirmed by Western blot using anti-
(His)s antibody (1:3000) (H1029, Sigma-Aldrich) and anti-
rFhLAP-CL1 polyclonal antibody generated in rabbits (1:8000).
The chimeric protein was kept at —20 °C until use.

2.2. Vaccine formulation

The Quil A adjuvant (Accurate Chemical & Scientific Corp, USA)
was dissolved at a concentration of 1 mg/ml (w:v) in sterile PBS
(pH 7.0) and filtered through a 0.20 pum filter [24]. Subsequently,
an adjuvant volume was emulsified with an equal volume of the
chimeric protein and stirred overnight at 4 °C.

2.3. Experimental animals

Twenty-five 6- to 8-month-old Katahdin x East Friesian male
sheep were obtained and maintained at the Teaching and Research
Centre for Animal Health and Production (CEPIPSA) of the National
Autonomous University of México, Topilejo, México. This center is
a liver fluke-free area; sheep were reared and housed in covered
pens with cement floors and shown to be free of infection by faecal
egg count and detection of anti-F. hepatica excretory-secretory
products antibody by ELISA. The animals were weighed and pro-
vided hay and pellets and water ad libitum throughout the course
of the test. The experiment was approved by the Institutional Sub-
committee for the Care and Use of Experimental Animals (SICUAE,
UNAM), protocol number DC-2017/1-20.

2.4. Metacercariae of F. hepatica

The metacercariae of F. hepatica used to challenge the sheep
were collected from laboratory colonies of Lymnaea cubensis exper-
imentally infected with miracidia of a fluke of bovine origin. The
metacercariae were stored at 4 °C until use, and the viability was
confirmed by microscopy prior to the infection. Gelatin capsules
containing 200 metacercariae were administered per os to each
animal with esophageal tongs. Only metacercariae less than two
months old were used in this experiment.
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2.5. Vaccination and experimental infection

All sheep were randomly allocated into five groups with five
animals in each group. Groups 1, 2 and 3 were subcutaneously
immunized with 100 pg, 200 pg and 400 pg of rFhLAP-CL1 chi-
meric protein emulsified with Quil A adjuvant, respectively.
Groups 4 (Quil A adjuvant and infected) and 5 (unimmunized)
were control groups. Immunization was carried out at weeks 0
and 2 in the neck. On week 4 all animals were orally challenged
with 200 metacercariae. The experimental period was 24 weeks.

2.6. Protection assessment by vaccination

All sheep were humanely euthanized 24 weeks after the first
immunization, and the liver and gallbladder were collected for dis-
section. The gall bladder was opened, and the flukes were recov-
ered. Then, the major bile ducts were carefully opened with
blunt-blunt scissors, and the worms were removed with blunt for-
ceps and counted. The liver of each sheep was cut into small pieces
(1 cm?), soaked in water at 37 °C for 45 min, squeezed, and forced
through a 300 pm-mesh sieve; the retained material was analyzed
for the presence of damaged flukes [25]. Percentage protection for
immunized animals was calculated [10] with the formula:
[(U - V)/U] x 100, where U is mean value of the fluke burden of
the unvaccinated-infected-control group and V is the mean value
of the fluke burden of the vaccinated groups.

2.7. Fecal egg count (FEC)

To assess egg output, fecal samples were collected biweekly
from each animal directly from the rectum. The fecal samples were
placed in plastic bags, labeled and transported with refrigerant to
the laboratory for analysis. Three grams of each sample were pro-
cessed individually using the sedimentation technique as
described by Sexton et al. (1990), and the egg counts were
expressed as eggs per gram of feces (EPG)+ standard deviation
[26].

2.8. Humoral responses induced by vaccination

Blood samples were collected from all sheep prior to primary
immunization (0 week) and every two weeks until the end of the
experiment at week 24. The samples were centrifuged, and the
serum obtained was stored at —20°C until use. The humoral
response elicited by immunization with chimeric protein and
infection was analyzed by enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). Excretion-secretion products of F. hepatica (FhES) were
obtained and used to determine total IgG antibody titers in the
serum samples [21]. The production of rFhLAP-CL1-specific IgG1
and IgG2 isotypes was measured. Flat bottomed micro ELISA plates
(Nunc-Immuno MaxiSorp, USA) were coated with 100 pl contain-
ing 2 pg/ml of FhES or 1 pg/ml of rFhLAP-CL1 chimeric protein in
carbonate buffer, pH 9.6 and incubated overnight at 4 °C with gen-
tle shaking. After four washes with PBST (0.05% Tween 20 in PBS
pH 7.4), the remaining binding sites were blocked with 200 pl of
3% bovine serum albumin (BSA) in PBST for 1 h at 37 °C and then
washed 4 more times. The serum samples were diluted 1:400 in
dilution buffer (PBST with 1% BSA) and incubated at 37 °C for 1 h.
The plates were washed as described above and incubated with
HRP-conjugated rabbit anti-sheep IgG (Ab6747, Abcam), HRP-
conjugated mouse anti-goat/sheep IgG1 (A9452, Sigma), and
mouse anti-human IgG2 biotinylated isotype (B3773, Sigma; this
antibody reacts with sheep IgG2) for 1 h at room temperature in
dilution buffer. After incubation and washing under the same con-
ditions as previously described, the reaction was developed with
O-phenylenediamine (OPD) in citrate buffer and incubated for

30 min at room temperature in the dark. The reaction was stopped
by adding 2 M H,SO4 (50 pl/well), and the absorbance was mea-
sured at 492 nm using an ELISA reader (Multiskan 60, Thermo Scien-
tific). The results expressed as the mean of the optical density were
obtained from triplicate samples.

2.9. Statistical methods

The mean + standard deviation (SD) was calculated for fluke
burden and fecal egg count. The percent of protection was calcu-
lated as previously described [10]. Data were checked for normal-
ity (Shapiro-Wilk’s test) and variance homogeneity (Levene’s test).
Differences between groups in the number of worms recovered,
egg count and absorbance values were tested by a nonparametric
Kruskall-Wallis test. Correlations were calculated with Spearman’s
nonparametric correlation test to assess the relationship among
total IgG, IgG1 and IgG2 in serum and fluke burden. All tests were
performed with the software IBM SPSS Statistics 21 for Windows. A
p < 0.05 was considered significant.

3. Results
3.1. Expression and purification of the rFhLAP-CL1 chimeric protein

Chimeric protein was expressed as inclusion bodies and puri-
fied under denaturing conditions (8 M urea) by nickel-affinity
chromatography, which eluted at 10%, 30% and 50% of imidazole
(0.5 M). The procedure for protein refolding resulted in a substan-
tial loss of protein via precipitation but yielded sufficient soluble
protein to be used for immunization experiments. The purified
protein was resolved as a single band with an apparent molecular
mass of 31 kDa on 12% SDS-PAGE (Fig. S1, lane 1). This value is in
agreement with the value estimated from the deduced amino acid
sequence of rFhLAP-CL1 plus the hexahistidine tag.

Western blot analysis revealed that the chimeric protein was
recognized by mAb anti-histidine as a single band (Fig. S1, lane
2). In addition, rabbit antibodies generated against the chimeric
protein reacted with rFhLAP-CL1 at the expected size (~31 kDa)
(Fig. S1, lane 3).

3.2. Parasite burden in sheep vaccinated with rFhLAP-CL1 chimeric
protein

At the end of the experiment, all sheep were humanely eutha-
nized at 24 weeks after immunization. The parasites in the bile
ducts and liver tissue were recovered and counted, and the results
were expressed as the mean liver fluke count + SD (Table 1).

The number of worms recovered from the infection control
group exhibited the highest parasitic burden compared to that of
the rFhLAP-CL1 vaccinated groups. The percentage of protection
was calculated in relation to the infection control group. The three
groups vaccinated with rFhLAP-CL1 chimeric protein showed a
reduction in fluke burden with the level of protection ranging from
25.5% to 46.5%. The highest degree of protection was observed in
sheep vaccinated with 400 pg of the rFhLAP-CL1 chimeric protein,
with a mean reduction in fluke burden of 46.5% (p < 0.01). Animals
vaccinated with 100 pg and 200 pg of rFhLAP-CL1 showed a mean
reduction in fluke burden of 25.5% and 30.7% (p < 0.05), respec-
tively. In animals treated with Quil A adjuvant only, the mean
reduction in fluke burden was 9.8%. The overall protection level
achieved in sheep vaccinated with rFhLAP-CL1 was 34.2%
(p > 0.05). Fluke burdens were compared between the vaccinated
groups and adjuvant control group. The levels of protection in
sheep vaccinated with 100 pg, 200 pg and 400 pg of rFhLAP-CL1
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Table 1

3237

Fluke burden (mean + S.D) and percentages of recovery from vaccinated and control groups after challenge with F. hepatica metacercariae.

Group (antigen/adjuvant) Number of flukes recovered

(%) Protection (%) Recovery

Individual date Mean + S.D
Group 1 (100 pg rFhLAP-CL1 + QS) 50, 69, 26, 75, 68 57.6£19.9 255 28.8
Group 2 (200 pg rFhLAP-CL1 + QS) 52,45, 70, 44, 57 53.6+10.5 30.7 26.8
Group 3 (400 pg rFhLAP-CL1 + QS) 46, 52, 30, 47, 32 41.4+9.7 46.5** 20.7
Quil A adjuvant 68, 84, 64, 71, 62 69.8 +8.6 9.8 34.9
Infection control 54, 86, 105, 62, 80 77.4£20.1 38.7

S.D standard deviation.

were 17.4% (p>0.05), 23.2% (p>0.05) and 40.6% (p<0.01),
respectively.

In the infection control group, the mean worm burden from the
original inoculum of 200 metacercariae was 38.7%, and the mean
worm burden in the adjuvant control group was 34.9%. The fluke
implantation rate was 28.8% for group 1, 26.8% for group 2 and
20.7% for group 3. The weight of sheep was significantly correlated
with the parasite burden (r = -0.4031; p = 0.045, Fig. S2).

3.3. Fecal egg count (FEC)

Eggs of F. hepatica first appeared at week 10 postinfection and
gradually increased until the end of the experiment (week 24).
The average and standard deviation of the fecal egg count of the
immunized and control groups are show in Fig. 1.

The mean total FEC of rFhLAP-CL1-vaccinated animals was
lower than the adjuvant control group or infection control group.
The adjuvant and infection control groups showed 304.7 +43.5
and 315.4 +56 FECs, respectively. The groups immunized with
100 pg, 200 pg and 400 pg of rFhLAP-CL1 showed 296.8 +27.3,
243.8+45.2 and 238.4+22.9 FECs, respectively. There was a
reduction in the egg output of 22.7% (p<0.05) and 24.4%
(p<0.01) in animals vaccinated with 200 pg and 400 pg of
rFhLAP-CL1, respectively, compared to the infection control group.
There was no significant difference in the FECs (p > 0.05) between
sheep immunized with 100 pg of rFhLAP-CL1 (group 1) and control
groups, probably due the high variability found.

It was observed that at week 20, the number of eggs released
from animals vaccinated with 200 pg (p<0.01) and 400 pg

200

B Group 1 (100pg rFhLAP-CL1)

Il Group 2 (200ug rFhLAP-CL1)

Il Group 3 (400pg rFhLAP-CL1)
Quil A adjuvant

150 mEE Infection Control

100+

Eggs per gram of feces

50

14 16 18 20 22 24

Weeks post-immunization

Fig. 1. Egg count dynamics throughout the experiment of sheep immunized with
100 pg (group 1), 200 pg (group 2) and 400 pg (group 3) of rFhLAP-CL1 chimeric
protein, as well as adjuvant control group and infection control group. Data are
presented as the means + standard deviation of five animals per group. Groups 2
and 3 showed significant differences compared with group 4 denoted by **
(p<0.01). Only group 3 (p < 0.05) showed a statistically significant difference in FEC
compared with the adjuvant control group.

(p < 0.01) of rFhLAP-CL1 was significantly lower than that released
from the infection control group. In addition, group 3 (p < 0.05)
showed a statistically significant reduction in FEC compared with
the adjuvant control group.

3.4. Humoral responses induced by vaccination and detected by
indirect ELISA

Serum samples collected from sheep were tested for anti-FhES
products IgG, rFhLAP-CL1-specific IgG1 and IgG2 isotypes, by indi-
rect ELISA. Fig. 2 shows the reactivity of sera from all sheep
towards the FhES products. A slight but significant antibody
response was elicited in the groups vaccinated with 200 pg (group
2) and 400 pg (group 3) of rFhLAP-CL1 protein two weeks after the
first immunization. In addition, an increase in the absorbance of
the groups immunized with rFhLAP-CL1 protein was observed
within 2 weeks after challenge (week 4), with a peak 10 weeks
after the first immunization that remained high until 16 weeks,
after which, the level decreased gradually until the end of the
experiment (week 24). FhES-specific total IgG levels were higher
in the serum of sheep immunized with 200 ng and 400 pg of
rFhLAP-CL1 protein than in sheep immunized with 100 pg of
rFhLAP-CL1 protein or in control groups. The absorbance of IgG
in serum against adult fluke FhES products was found at back-
ground levels before challenge to F. hepatica infection in the adju-
vant control group or infection control group. After that, an
increase in antibody titers was observed two weeks postchallenge
with a peak at weeks 8-16 that decreased gradually thereafter. The
absorbance of IgG in serum against adult fluke FhES products was

129 Total 19G vs FhES
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1.0 & Group 2 (200pg rFhLAP-CL1)
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Fig. 2. Total IgG levels against ES products of F. hepatica in the serum of immunized
and control animals. Sheep were given two immunizations at 0 and 2 weeks with
100 pg (group 1), 200 pg (group 2) and 400 pg (group 3) of rFhLAP-CL1 chimeric
protein in Quil A adjuvant and challenged with 200 metacercariae orally (black
arrow). Antibody titers are expressed as OD means of 1:400 diluted sera in triplicate
wells. *=p <0.05; **=p<0.01; and ***=p <0.001.
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lower in the adjuvant control group or the infection control group
than in the immunized sheep.

Fig. 3 shows the levels of IgG1 and IgG2 reacting to the rFhLAP-
CL1 chimeric protein. The rFhLAP-CL1-specific IgG1 levels were
produced in all vaccinated sheep after the first immunization with
an increase in antibodies with the 2nd booster (Fig. 3a). The max-
imum levels of IgG1 in immunized sheep were observed at 2 weeks
postchallenge (except group 3, where a peak was observed at week
10) and then decreased gradually until the end of the experiment
(week 24). Of the vaccinated groups, group 3 showed the highest
IgG1 levels compared to groups 1 and 2. IgG1 levels were signifi-
cantly higher in the immunized groups compared with the adju-
vant control group or the infection control group throughout the
experiment. In animals from both control groups, a slight increase
in IgG1 levels after challenge was observed, with no significant
increase throughout the experimental phase.

In immunized sheep, rFhLAP-CL1-specific IgG2 levels increased
with the 1st and 2nd booster of recombinant protein (Fig. 3b).
Group 3 (immunized with 400 pg rFhLAP-CL1), showed the highest
IgG2 titers at the time of the challenge (week 4). After infection, the
immunized groups showed higher rFhLAP-CL1-specific IgG2 titers
than the adjuvant control group or the infection control group at
weeks 6, 8 and 10. A slight increase in the rFhLAP-CL1-specific
IgG2 levels in the sera of animals in the adjuvant control group
or infection control group was detected at two weeks postinfection
(week 6), without a significant increase throughout the
experiment.

Using a nonparametrical Spearman correlation’s test, a statisti-
cally significant correlation was observed between IgG1
(r=-0.523, p=0.007) and IgG2 (r’=-0.688, p=0.001) titers
and parasite burden when analysis was performed including all
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Fig. 3. Analysis of IgG1 (a) and IgG2 (b) antibody responses specific to rFhLAP-CL1
in the serum of vaccinated and control sheep during the experiment. Sheep were
given two immunizations at 0 and 2 weeks with 100 pg (group 1), 200 pg (group 2)
and 400 pg (group 3) of rFhLAP-CL1 chimeric protein in Quil A adjuvant and
challenged with 200 metacercariae orally (black arrow). Antibody titers are
expressed as OD means of 1:400 diluted sera in triplicate wells. *=p <0.05;
**=p<0.01; **=p<0.001; and **** = p <0.0001.

animals, but not when analysis was performed by each group. In
addition, no statistically significant correlation was obtained
between total IgG (r>=-0.354, p=0.083) titers and parasite
burden.

4. Discussion

Recombinant chimeric proteins used as immunogens have been
minimally explored in the field of parasitology. Chimeric proteins
have the advantage of containing several antigenic and immuno-
genic epitopes, at least two or more proteins from the different
stages of the life cycle of parasite, that induce protective effects
against infection [27,28].

In trematodes, especially in F. hepatica, the development and
use of chimeric proteins as immunogens has not been explored.
For the development of a vaccine against F. hepatica, many
researchers have focused on proteins that play important roles in
the biology of the parasite, such as cathepsin L [14] and leucine
aminopeptidase [13], and are therefore targets for vaccination.
Immunization of cattle with the recombinant protein CL1 followed
by a challenge infection with F. hepatica resulted in a reduction of
48.2% of worm burden [29]. However, other immunization trials
have not shown a similar reduction in fluke burden [30,31]. More-
over, the vaccination of sheep with recombinant LAP formulated
with different adjuvants reduced worm burden up to 86.7%, which
is the highest level of protection achieved thus far in large animals
[10], although more trials are necessary.

To improve protection with CL1 and LAP in vaccination trials in
ruminants, our research group designed and constructed a chi-
meric protein called rFhLAP-CL1, which contains antigenic
sequences of both proteins. This chimeric protein was highly
immunogenic in immunized rabbits, inducing strong and specific
antibody responses towards rFhLAP-CL1. In addition, their anti-
genicity was evaluated using serum samples from bovines natu-
rally infected with F. hepatica through Western blot analyses [20].

We evaluated the immune-protective capacity of rFhLAP-CL1
against F. hepatica in sheep by a preliminary study conducted with
a small number of animals using different concentrations of
immunogen (100 pg, 200 pg and 400 pg). We demonstrated that
it is possible to induce moderate protection along with a high
humoral immune response in sheep vaccinated with rFhLAP-CL1
formulated with Quil A adjuvant. This adjuvant is a complex mix-
ture of triterpenoid saponins extracted from the bark of Quillaja
saponaria tree [32] and has been used in vaccine trials against Tae-
nia multiceps [33] and Haemonchus contortus [34]. Upon assess-
ment of the effect of the adjuvant Quil A against F. hepatica in
sheep, a significant reduction in FEC and higher F. hepatica-
specific serum antibody levels (IgG1, 1gG2, IgA and IgE) were
observed, suggesting that Quil A adjuvant boosted a pro-
inflammatory immune response (Th1) [24].

Reduction in fluke burden is a key parameter for evaluating vac-
cine efficacy after challenge with F. hepatica. Immunization with
recombinant chimeric protein rFhLAP-CL1 can reduce liver fluke
burden in vaccinated and infected animals. The highest reduction
in liver fluke burden was observed in sheep immunized with
400 pg of rFhLAP-CL1, which induced a significant level of protec-
tion of 46.5% compared with the infected control group. In the
group immunized with 200 pg of rFhLAP-CL1, there was a reduc-
tion of 30.7% (p < 0.05) in fluke burden, while in animals immu-
nized with 100 pg of protein, there was a reduction of 25.5%
(p>0.05); this result was not statistically significant, probably
due to the high variability found. Similar results have been
obtained with other recombinant proteins evaluated as immuno-
gens against F. hepatica. Goats immunized with a synthetic peptide
of Sm14 antigen induced 45.9% protection against F. hepatica [35].
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Immunization of goats with peroxiredoxin and FhCL1 emulsified
with Quil A adjuvant induced reductions in fluke burden of 33.2%
and 38.7%, respectively [30]. Golden et al., 2010 reported that cat-
tle vaccinated with an inactive mutant of rmFhCL1, expressed in
Pichia pastoris, showed a significant reduction in fluke burden of
48.2%, and Garza-Cuartero et al., 2018 found that cattle vaccinated
with rmFhCL1 showed a fluke burden reduction of 37.6%. However,
other trials have not shown a similar reduction in worm burden
with different proteins, such as glutathione S-transferase [36], leu-
cine aminopeptidase [37] or thioredoxin glutathione reductase
[38].

In this trial, the mean fluke implantation rate (38.7% in
unimmunized-infected control group) was similar to that in other
reported trials, e.g., 34% in Merino sheep [39] and 33% in Corriedale
sheep [10], except for a trial in goats that was slightly higher with
46%[30]. Sheep immunized with 100 pg, 200 pg and 400 pg of
rFhLAP-CL1 had implantation rates of 28.8%, 26.8% and 20.7%,
respectively, slightly higher than those reported in previous vac-
cine trials [10,36]. The mechanism of protection induced by the
rFhLAP-CL1 protein is unknown but may be related to antibody
production after immunization, neutralizing the activity of both
enzymes; as a consequence, the mechanism of parasite immune
evasion and nutrient acquisition is inhibited. However, further
studies are necessary to explain the mechanism of immune protec-
tion in sheep.

Another important criterion to assess the efficacy of an
immunogen against F. hepatica is the reduction in egg production
because it can potentially affect pasture contamination. The fecun-
dity of F. hepatica in sheep vaccinated with 100 pg of rFhLAP-CL1
does not appear to have been affected after establishment in the
bile ducts, as evidenced by the reduction in FEC. However, in sheep
immunized with 200 pg and 400 pg of rFhLAP-CL1, the protein
showed significant reductions of 22.7% (p<0.05) and 24.4%
(p<0.01), respectively. Immunization assays with recombinant
antigens of F. hepatica did not significantly reduce fecal egg output
in immunized animals [30,40].

Immunization with rFhLAP-CL1 chimeric protein elicited a
strong humoral immune response as measured by single dilution,
and all vaccinated sheep had significantly increased antibodies
compared to the control groups. This result confirms the immuno-
genicity of the rFhLAP-CL1 protein observed in rabbits by high pro-
duction of IgG after immunization with this antigen [20].

The rFhLAP-CL1 chimeric protein used in this trial elicited an
IgG response of low but significant magnitude against the FhES
products two weeks after the first dose, especially in sheep immu-
nized with 200 pg and 400 pg of immunogen. After challenge,
FhES-specific total IgG levels increased in all the experimental ani-
mals, with a peak at weeks 8 to 16 after the first immunization. Of
the immunized sheep, the group immunized with 200 pg and
400 pg of rFhLAP-CL1 showed higher antibody titers than the
group immunized with 100 pg of rFhLAP-CL1 or control groups,
suggesting that the antibody levels were from native antigen-
boosted memory B cells and that sequences of epitopes from
rFhLAP-CL1 chimeric protein exist in the native molecule. This
antibody response elicited by rFhLAP-CL1, coincided with high
levels of IgG elicited by CL1 mimotopes evaluated as immunogens
in sheep (181-191 aa; YPYTAVEGQCRY) and goats (283-289 aa;
RGYIRMA) along with a reduction in fluke burden [21,22].

The analysis of IgG subclasses by indirect ELISA, showed a sig-
nificant increase in rFhLAP-CL1-specific IgG1 and IgG2 isotypes in
all immunized sheep two weeks after the first immunization com-
pared to the adjuvant and infection control groups, suggesting a
mixed Th1/Th2 response. The highest IgG1 and IgG2 levels were
observed in sheep immunized with the highest concentration of
rFhLAP-CL1 chimeric protein, which was related to the highest
reduction in worm burdens. Previous studies showed that predom-

inant IgG1 production has been associated with nonprotective Th2
responses in naturally infected sheep and cattle [41]. In contrast, a
strong IgG2 response was associated with a low fluke burden in
cattle immunized with cathepsin L2 and hemoglobin (Hb) [41].
The mixture Th1/Th2 response induced by chimeric protein could
be associated with epitopes contained in CL1. The region 245-
264 of CL1 (QTCSPLSVNHAVLAVGYGTQ) overlaps with peptides
B7 and B8 that induced a mixed Th1/Th2/Th17 response in mice
immunized with both peptides [23]. In this trial, the adjuvant-
infected control group elicited a nonprotective response, as indi-
cated by the reduction in fluke burden. Moreover, low levels of
rFhLAP-CL1-specific IgG1 and IgG2 were observed in sheep of both
control groups, suggesting a Th2 nonprotective response.

Correlation between fluke burden and antibody titers (IgG1 and
IgG2) at the time of challenge (4 weeks postpriming) was found
when analysis was performed with immunized sheep and control
animals, but when analysis was performed by each group or at
the time of necropsy, no significant correlations were found. A sim-
ilar result has been reported by Maggioli (2011), where a signifi-
cant correlation between antibody titers (IgG and isotypes) and
fluke burden was obtained at the time challenge when all animals
were included [10]. In contrast, no significant correlation between
titers of IgG, IgG1 or IgG2 and fluke burden at time necropsy was
observed in cattle immunized with thioredoxin glutathione [38].
The mixed IgG1/IgG2 antibody isotypes in sheep immunized with
chimeric protein rFhLAP-CL1 in this trial were associated with pro-
tection, and although the role of antibodies in the protection
against F. hepatica is not clear, this mixed antibody response has
been reported in other immunization trials [8,22].

5. Conclusion

In conclusion, we have demonstrated that immunization of
sheep with recombinant chimeric protein rFhLAP-CL1 combined
with Quil A adjuvant induced moderate protection against F. hepat-
ica infection in terms of reduction in fluke burden and reduction in
FEC. In addition, a marked humoral immune response was elicited,
with production of both IgG1-and IgG2 specific antibodies towards
recombinant chimeric protein, suggesting a mixed Th1/Th2
immune response associated with protection. Although at this
point, the magnitude of the humoral immune response in immu-
nized animals is unknown, for which serial dilutions are necessary.
This moderate protection achieved by this chimeric protein against
liver flukes in large animals is a preliminary protection test, and
thus more trials with a larger number of animals emulsified with
different adjuvants are necessary to determine the potential capac-
ity of the rFhLAP-CL1 protein as a vaccine candidate.
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Abstract

The motility parameters of Fasciola hepatica miracidia were assessed at different
temperatures and times post-hatching using computer-assisted sperm analysis.
Eggs were incubated at 22°C or 25°C for 14 days. Five motion parameters were
evaluated at different incubation temperatures up to 10h post-hatching. No
differences were observed in the percentage that hatched after incubation at
the two different temperatures. However, the straight-line velocity of miracidia
following incubation at 22°C was significantly different from that observed at
25°C (P < 0.01). All miracidium motion parameters at different post-hatching
temperatures showed an overall decrease at the end of the experiment. Those
miracidia hatching from eggs incubated at 25°C had a higher velocity of
1673.3 pm/s compared with 1553.3 pm/s at 22°C. Velocity parameters increased
as the post-hatching temperature increased from 22°C to 37°C.

Introduction

Fasciolosis or liver fluke disease is caused by Fasciola
hepatica, the common liver fluke, which is recognized as
one of the most important parasitic helminths affecting a
wide range of mammals. Fasciolosis causes annual losses
worldwide of more than US$3 billion per year from the
agricultural sector (Spithill et al., 1999). Human infection is
estimated to be between 2.4 and 17 million individuals
and is an increasing global health problem (Keiser
& Utzinger, 2009). Human and animal hosts become
infected through drinking contaminated water or ingest-
ing vegetation contaminated with metacercariae. These
metacercariae then undergo excystation, releasing newly
excysted juveniles that penetrate the intestinal wall to

*E-mail: abel.villa@gmail.com

enter the peritoneal cavity, subsequently migrating
through the liver capsule into the parenchyma. Within
the major bile ducts the parasites mature and start
to release embryonated eggs that are carried into the
environment with the bile juices and faeces. Eggs reach
a freshwater habitat and development is temperature
dependent. When the eggs hatch on exposure to light, the
ciliated miracidia swim actively to penetrate the snail
host and asexual reproduction occurs prior to cercarial
development. Cercariae penetrate out of the snail and
then swim to nearby vegetation where they then encyst,
transforming into metacercariae (Andrews, 1999;
Mas-Coma et al., 2007; Young et al., 2010).
Computer-assisted sperm analysis (CASA) improves
the objectivity, accuracy and efficiency of the evaluation
of sperm motion. Using digital images of each sperm
track, CASA machines are able to analyse, by processing
algorithms, the motion properties of spermatozoa.
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Evaluation of miracidial motility

Motion parameters were determined using a CASA
system (Ultimate Sperm Analyzer, version 12.21; Hamilton
Thorne Biosciences, Massachusetts, USA), consisting of an
Olympus BX41 phase-contrast microscope with a 22-37°C
heat plate equipped with Ultimate™ software. Miracidia of
F. hepatica were placed on a warmed slide and covered with
a 22 x 22mm cover slip. Using up to ten microscopic fields,
a minimum of 100 miracidia were examined at 20X
magnification with an Olympus 20 X 0.40 PLAN objective
using a negative phase-contrast field, and analysed hourly
for up to 10 h. Software setting parameters included frames
per second (Hz) 60, number of frames 45, minimum contrast
25, minimum cell size 10 pix, cell size 12 pix, cell intensity 50,
slow-static cells with average path velocity (VAP) cut-off
20 pm/s and straight-line velocity (VSL) cut-off 5um/s.
The studied CASA-derived motility characteristics were
curvilinear velocity (VCL, um/s, defined as the average
velocity measured over the actual point-to-point track
followed by the cell), VSL (um/s, defined as the average
velocity measured in a straight line from the beginning to
the end of the track), VAP (um/s, defined as the average
velocity of the smoothed cell path), linearity of the

Fig. 1. Tracks of miracidia of Fasciola hepatica to show curvilinear

velocity (VCL), straight-line velocity (VSL) and average path

velocity (VAP) using the computer-assisted sperm analyser.
Scale bar = 200 pm.

The aim of the present study was to evaluate the motility
parameters of miracidia at different temperatures and
times post-hatching using CASA.

Materials and methods
In vitro cultures and hatching of eggs

Adult F hepatica collected from the bile ducts of
naturally infected cattle livers on the day of slaughter
were washed six times in 0.01M phosphate-buffered
saline, at pH 7.2, and incubated overnight at 37°C. Eggs
were incubated with tap water in complete darkness at
22°C or 25°C for 14 days (Alvarezet al., 2009; Villa-Mancera
& Méndez-Mendoza, 2012). They were examined micro-
scopically for evidence of miracidium development. Eggs
were exposed to the light of a 100 W lamp for 15 min to
stimulate the hatching of miracidia (Andrews, 1999;
Fairweather et al., 2012).

curvilinear trajectory (ratio of VSL/VCL, %) and straight-
ness (ratio of VSL/VAP, %).

Data analysis

Data were analysed using the software IBM SPSS 20 for
Windows (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Analysis of
variance for repeated measures followed by the Scheffé
test was used to evaluate the effect of incubation
temperature and time post-hatching on miracidium
kinematics. Values are given as means and standard
deviations, and are considered significant at P = 0.05.

Results

Trajectories of miracidia were observed using the CASA
system (fig. 1). No significant differences were observed

Table 1. The effect of incubation at 22°C and 25°C on the curvilinear (VCL), straight line (VSL) and average path (VAP) velocities of
miracidia of Fasciola hepatica for up to 10 h post-hatching; velocities given in pm/s and mean values as = SD; with *level of significance at

P <0.01.
Motion parameters and incubation temperatures

VCL VSL VAP
Time post-hatching (h) 22°C 25°C 22°C 25°C 22°C 25°C
0 1578.6 + 32.0 1593.3 = 31.7 1553.3 + 16.3 1563.3 + 16.7 1658.6 + 1514  1673.3 = 147.0
1 1308.6 + 116.1 1326.7 = 101.1 1198.8 = 90.5 1217.8 + 78.6 1239.9 + 83.2 1243.6 + 80.3
2 1158.7 = 356.3 1263.2 + 260.7 970.5 = 105.9 1016.0 = 130.0 ~ 1041.2 + 53.4 1045.7 + 49.7
3 1065.4 = 206.0  1078.5 + 204.5 834.7 + 78.4 849.1 £ 79.4 905.4 * 33.6 910.07 = 29.2
4 1011.0 = 287.0  1014.3 = 287.4 713.7 = 102.3 7225 +94.3 786.5 = 43.0 794.3 = 38.9
5 919.3 = 198.4 9254 +199.1 595.1 +77.0 602.5 = 70.8 667.0 = 41.2 675.4 = 35.6
6 951.2 = 200.7 954.4 + 198.2 401.3 +92.2 405.3 = 88.0 545.0 = 38.2 5499 + 33.6
7 910.7 = 210.5 915.1 = 211.7 344.6 + 57.9 3479 *+ 56.2 459.6 + 22.1 465.7 + 17.2
8 942.0 = 255.1 949.1 = 253.8 291.0 = 49.8 298.3 + 46.0 390.7 + 19.4 393.7 +17.8
9 791.1 + 3144 794.5 = 312.7 207.7 + 60.8 210.3 + 61.4 340.2 + 18.6 3435 + 14.8
10 674.1 = 196.9 677.8 = 195.5 171.3 = 38.6 174.3 £ 375 252.5 + 45.0 254.7 + 42.5
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. . . . . < 1O N O oo — DN
in the percentage of egg hatching after incubation, with = 0B S =
91.7% and 93.5% hatching at 22°C and 25°C, respectively. C %r)) HH A H A
All motility parameters of miracidia showed an overall £ o § § § g § §
decrease after 10 h (table 1). A significant decrease in VSL o > =
was found following incubation at 22°C. At Oh those % 5
miracidia hatching from eggs incubated at 25°C showed a S il it
higher VAP of 1673.3 pm/s, compared with a VSL of B O |+ H A
1553.3 pm/s of miracidia that had hatched from eggs = dlgaeheg
incubated at 22°C. No significant differences (P > 0.05) 32 cogoes
were found in VCL and VAP between 22°C and 25°C of 2V
incubation. A significant difference between the VSL of e gLeaaed
miracidia at different incubation temperatures was °s O | 41+ 4+ H 4
observed (P < 0.01) (table 1). = g B =nso o
Analysing the effects of incubation of eggs at 22°C or 25°C P RRER S
for 14 days on miracidium motion parameters at different E B =
post-hatching temperatures, the velocity parameters VCL, s » 15 00 \0 0 o =
VSL and VAP increased as the post-hatching temperature 25 ol NERNT Y
increased from 22°C to 37°C (table 2). At 22°C those £z ‘c’&n H O AN O
miracidia hatching from eggs incubated at 25°C showed én XARAESR
a higher VAP of 1673.3 pm/s compared with a VSL of 4 (fl 2 -
1553.3 wm/s that had hatched from those incubated at & o | 5 -
22°C. At the post-hatching temperature of 28°C, VCL and g 2| 8 RoRma
VSL were significantly different (P < 0.01) between <= 8. ol :: N :: b :‘l
incubation temperatures of 22°C and 25°C (table 2). g > % E(Q n o0 oMo
%5 | = gggdud
SE |2 SRS
. . o | E|S
Discussion ;; g g > Yo eem
2 i d A H
The miracidium is the first free-living larval stage of %E 5 RS EeRS
F. hepatica. Its life-span is associated with the depletion of 23 & E’L\n) A4
finite energy reserves, thus providing the miracidium =8| g Nl eDR3ee
with a limited time-span for finding and infecting its @ § ‘g 88X
molluscan intermediate host before death (Graczyk & TE| g
Fried, 1999). Miracidia are propelled by cilia and swim %8| & DN oo
in a spiralling movement in the direction of the apical g‘a £ ENESE .
papilla. Tracks of miracidia have been described as 3| E S A A A
practically linear, some showing a tendency to regular a: = dlgoesze
undulations with a frequency of about 2s, wavelength = B3EEE
of about 600 pm and amplitude up to a maximum of s 7
80 pm (Wilson & Denison, 1970). These observations are e B > M i 0o —
consistent with the parameters VCL, VSL and VAP é g TR RN
measured by CASA in the present study. CASA is easy to 5.5 O | o+ 4+ 4 H
perform, and provides an objective, rapid and multiple- o Ndlegeens
parameter assessment of miracidial movement. S| Q>) E § § E § E
A miracidium is incapable of snail invasion during §
its first few minutes of life. However, optimal invasion 8= o o o o i
capability of miracidia is achieved at 1.5-2.0h after ?UE = 2 Sxdy¥
hatching, and then this capacity slowly declines (Graczyk 5 @m/ O | 1414 41 41 41
& Fried, 1999). These results are in agreement with the g* 2 Q| novwonn
higher miracidium velocity observed in the present study a2 E g % S § § g
during the first 3h post-hatching. 20D ) el
There appears to be no evidence that miracidial < % >
mortality varies with the pH of water between 6.0 and == SWFiE o
8.0 (Smith & Grenfell, 1984). However, miracidial =9 8] cfl Cr‘ :; : fl fl
mortality differs according to the temperature of aerated 2.2 Q| emnoocwom
tap water and the age of miracidia. The mean expected 5 5 KgS8Eh
life-span of miracidia decreases from about 35h at 6°C to E % inAnininialo
about 6h at 25°C (Smith & Grenfell, 1984). At 10°C the TS
mean life-span is about 24 h (Andrews, 1999). 2 < & ©
The velocity of miracidia is related to infectivity. = & g2
Miracidia swimming in circles or taking 30 s to move 1 cm o = e 35
do not infect snails, while those requiring 4-12s to travel 2 9 3 E‘O
lcm are generally infective (Boray, 1969). Although SRS S22 dRE=3H
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miracidia are capable of covering over 50m at tempera-
tures between 10 and 15°C (Andrews, 1999), the results of
the present study indicate that the potential travel
distance in wm declines with time, so that 10-hour-old
miracidia travel at approximately 57, 89 and 85% of the
motion parameters VCL, VSL and VAP, respectively,
compared with initial velocity. Wilson & Denison (1970)
reported a similar result at 7 h post-hatching miracidia,
with a 60% reduction in velocity. However, they found
that the decrease in speed over the first hours was only
4%, whereas in the present study, velocity decreased
between 17% and 26%. If the motion path of a sperm is
very regular and linear, VAP is almost identical to
VSL (Lu et al., 2013). This observation is in agreement
with our study.

At or below 5°C, miracidia are not infective, with the
optimum temperature for infection being between
15 and 26°C. A clear inverse relationship has been
demonstrated between environmental temperature and
the duration of the host-finding capacity of miracidia
(Christensen et al., 1976).

Once hatched from the egg the miracidium becomes
active, immediately starting to swim at great speed,
depending on temperature, ranging from 570 um/s at
4.6°C to 1400 pm/s at 20°C (Wilson & Denison, 1970).
Based on our study at higher temperatures of 22°C and
25°C post-hatching, velocity parameters using CASA
ranged between 1553.3 um/s and 1704.0 pm/s.

Fasciola hepatica eggs from different isolates, after
incubation at 25°C, can vary in their duration of
incubation period and hatching success (Walker ef al.,
2006; Canevari et al., 2013). The egg hatch percentage of
the Rio Chico (94.8%) and Cajamarca (92.8%) isolates in
the present study was similar to those incubated by
Canevari et al. (2013).

The miracidium is the short-lived, non-feeding, free-
living phase in a trematode’s life cycle, survival of which
is potentially influenced by temperature and intrinsically
linked to climate change (Morley & Lewis, 2012). As
miracidial energy generation is dependent on endogen-
ous glycogen reserves, at higher temperatures glycogen
utilization increases, due to more intense parasite
movement, and thereby results in elevated mortality
(Boyunaga et al., 2001). Global warming can affect
the geographical distribution of parasitic diseases,
with potentially drastic consequences for their hosts.
However, the role of temperature in influencing parasite
transmission is still being evaluated, with differing
interpretations of its effects (Poulin, 2006; Morley &
Lewis, 2012).

CASA improves the objectivity, accuracy and efficiency
of the evaluation of motion of miracidia at different
temperatures. The effect of temperature on miracidium
motility is an important factor influencing transmission
viability, and its incorporation into future assessments of
the effects of global climate change on the dynamics of
host—trematode infections could be useful.
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Proteccion, funcion hepatica y respuesta inmune humoral de ovinos vacunados con
mimotopos de catepsina L1 y L2 infectados experimentalmente con Fasciola hepatica

Protection, liver function and humoral immune response in sheep vaccinated with mimotopes of
cathepsin L1 and L2 experimentally infected with Fasciola hepatica
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SUMMARY

Protection, liver function and humoral immune response were assessed in sheep vaccinated with mimotopes of cathepsin L1 and/or L2 and challenged
with Fasciola hepatica metacercariae. Twenty sheep were randomly allocated in four groups of five animals each, for immunization with 1 x 10'* phage
particles of cathepsin L1 (YVYRWVEAECVA), cathepsin L2 (YVYEGRSRVRRP), cathepsin L1/L2 (YVYRWVEAECVA and YVYEGRSRVRRP)
and phosphate buffered saline (PBS, control group), without adjuvant at weeks 0 and 2. All groups were challenged with 300 metacercariae at week
6 and slaughtered at week 22. Sheep vaccinated with cathepsin L1 mimotopes had a reduction in fluke burden of 50.11% when compared to control
group, whereas animals vaccinated with cathepsin L2 and L1/L.2 the reduction was 35.82% and 13.85% respectively. This difference was not significant.
Animals receiving cathepsin L2 and L1/L.2 showed a significant reduction in eggs output. The sheep vaccinated with phage clones produced significantly
higher titres of IgG antibodies than the sheep in the control group. No significant differences in serum glucose, levels of GLDH and GGT were observed
between the control group and the vaccinated sheep.

Key words: Fasciola hepatica, sheep, phage display vaccine, cathepsin L.

RESUMEN

Proteccion, funcion hepdtica y respuesta immune humoral fueron evaluadas en ovinos vacunados con mimotopos de catepsina L1 y/o L2 y desafiados
con metacercarias de Fasciola hepatica. Veinte ovinos fueron asignados al azar en cuatro grupos de cinco animales cada uno, para ser inmunizados
con 1 x 10" particulas de fagos de catepsina L1 (YVYRWVEAECVA), catepsina L2 (YVYEGRSRVRRP), catepsina L1/L2 (YVYRWVEAECVA y
YVYEGRSRVRRP) y amortiguador de fosfato salino (PBS, grupo control), sin adyuvante en las semanas 0 y 2. Todos los grupos fueron desafiados con
300 metacercarias en la semana 6 y sacrificados en la semana 22. La vacunacién de ovinos con mimotopos de catepsina L1, indujo una reduccién de
la carga parasitaria de 50,11% en comparacién con el grupo control, mientras que los animales vacunados con catepsina L2 y L1/L2 fue de 35,82% y
13,85% respectivamente; esta diferencia no fue significativa. Los animales que recibieron catepsina L2 y L1/L.2 mostraron una reduccion significativa
en la produccién de huevos. Los ovinos vacunados con clonas de fagos producen titulos de anticuerpos IgG significativamente mds altos que el grupo
control. No hubo diferencias significativas en glucosa sérica, niveles de GLDH y GGT entre el grupo control y ovinos vacunados.

Palabras clave: Fasciola hepatica, ovinos, vacunacion con fagos filamentosos, catepsina L.

INTRODUCCION

La enfermedad parasitaria conocida como fasciolo-
sis o distomatosis hepdtica es causada por el trematodo
Fasciola hepatica en varias especies de mamiferos. En
humanos, més de 90 millones de personas estin en riesgo

Aceptado: 26.09.2013.
*  hquiroz@unam.mx

de infeccién y entre 2,4-17 millones de individuos es-
tdn infectados con F. hepatica a nivel mundial (Keiser y
Utzinger 2009). Esta enfermedad ha emergido como un
importante patégeno en seres humanos en paises como
Bolivia, Perd, Ecuador, Egipto e Irdn (O’Neill y col 1998,
Rokni y col 2002, Mas-Coma y col 2005). Los hospede-
ros mds comunes de este helminto son los ovinos y los
bovinos siendo una de las parasitosis mas importantes en
regiones templadas y tropicales en todo el mundo (Behn
y Sangster 1999). La fasciolosis es una enfermedad para-
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sitaria de gran impacto econémico, estimandose pérdidas
por mas de 3 mil millones de délares por afio (Spithill y
col 1999).

El triclabendazol es la droga mas efectiva contra es-
tadios juveniles y maduros del pardsito, se ha reportado
ampliamente resistencia del helminto a este fasciolicida
(Boray y col 1983, Fairweather 2009, Hanna y col 2013,
Ortiz y col 2013). Otras medidas de control, particular-
mente vacunacion, son necesarias para reducir la preva-
lencia de F. hepatica en animales domésticos, asi como
el riesgo zoondtico.

Fasciola hepatica secreta varias cisteinas o tiol pro-
teasas durante su ciclo de vida en los hospederos defini-
tivos (Dalton y Heffernan 1989). Las catepsinas son las
principales enzimas proteoliticas secretadas por el esta-
dio larvario infectivo para atravesar la pared intestinal
del hospedero (catepsinas B y L3), estadios migratorios
para invadir tejido del higado (catepsinas L1, L2, L3, L5
y B), asi como parasitos adultos maduros que residen
en los conductos biliares (catepsinas L1, L2 y L5) para
alimentarse de sangre del hospedero (Kasny y col 2009,
Robinson y col 2009, Morphew y col 2011, Stack y col
2011). También se ha demostrado que las proteasas del
pardsito participan en la produccién de huevos y evasién
de la respuesta inmune (Dalton y col 2003, Smooker y
col 2010, McVeigh y col 2012).

Experimentos de vacunacién en animales de laborato-
rio y rumiantes, utilizando moléculas purificadas nativas
o recombinantes de catepsina L han demostrado inducir
respuestas protectoras (McManus y Dalton 2006, Kesik y
col 2007, Kasn y col 2009, Pérez-Ecija y col 2009, Gol-
den y col 2010).

La tecnologia de despliege en fagos o phage display
es una herramienta util para identificar péptidos que mi-
metizan epitopos de antigenos (mimotopos) (Devlin y col
1990, Sidhu y Koide 2007). Las bibliotecas de péptidos
aleatorios han sido usadas exitosamante en el desarrollo
de vacunas contra Plasmodium vivax (Demangel y col
1996), Plasmodium yoelii (Narum y col 20006), Schisto-
soma japonicum (Wu y col 2006), Taenia solium (Guo
y col 2010, Gazarian y col 2012), Rhipicephalus micro-
plus (Prudencio y col 2010) y Fasciola hepatica (Villa-
Mancera y col 2008, Villa-Mancera y Méndez-Mendoza
2012). El objetivo del presente estudio fue evaluar el
efecto de la vacunacién de ovinos con mimotopos de ca-
tepsina L1 y L2 contra Fasciola hepatica sobre la carga
parasitaria, produccién de huevos, funcién hepatica y
respuesta inmune humoral.

MATERIAL Y METODOS

SELECCION DE PEPTIDOS DE UNA BIBLIOTECA DE
DESPLIEGE EN FAGOS (PHAGE DISPLAY)

Las clonas de fagos filamentosos fueron obtenidas
como se ha descrito previamente (Villa-Mancera y col
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2008). Los pozos de una placa de ELISA (Nunc-Immuno
Plate F96, Cert, Maxisorp), fueron cubiertos con 150 pg/
mL de IgG anti-catepsina purificadas de conejo en 100 ul
de amortiguador de fosfato salino (PBS), pH 7,3, y cu-
bierta en un contenedor himedo para evitar evaporacion e
incubada toda la noche en agitacién a 4°C. Posteriormen-
te los pozos fueron bloqueados con 300 pl de amortigua-
dor de bloqueo (PBS conteniendo albumina sérica bovina
[BSA] al 1%) durante 1 hora a4 °C. Después de lavar seis
veces con 200 ul de PBS-T (PBS conteniendo Tween-20
al 1%), se anadieron 1,0 x 10" particulas de fagos de una
biblioteca combinatoria (M13) que expone aleatoriamen-
te péptidos de 12 aminodcidos en la regiéon N-terminal fu-
sionado con la proteina III (New England Biolabs, USA),
en 100 ul de PBS-T, incubdndose por 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion. Los fagos que no se unieron fueron
removidos lavando con 200 ul de PBS-T al 0,1% por 10
ocasiones. Los fagos que se unieron fueron incubados con
100 ul de glicina-HC1 0,2 M, pH 2,2 por 10 minutos a
temperatura ambiente y neutralizados con Tris-HCI 1M,
pH 9,0. Una pequeia fraccién fue usada para titulacion,
el resto fue utilizado para infectar células de la cepa de E.
coli ER2738 (New England Biolabs, USA) para la ampli-
ficacion del fago. Se llevaron a cabo otras tres rondas de
seleccion por afinidad, el primero utilizando 150 ug/mL
de IgG purificada y por ultimo utilizando 75,0 y 37,5 pg/
mL de IgG anti-catepsina purificada. Los fagos eluidos
fueron adicionados a la cepa de E. coli ER2738 en el me-
dio de cultivo 2XYT, por 4,5 horas a 37 °C en agitacion
constante y sembradas en una caja de Petri con agar LB y
Xgal-IPTG. Las cajas Petri se incubaron toda la noche a
37 °C y posteriormente 36 clonas fueron picadas al azar,
cada clona seleccionada fue amplificada, purificada y titu-
lada para ser secuenciada.

PROTOCOLO DE VACUNACION

Veinte ovinos pelibuey de un afio de edad fueron ad-
quiridos del Centro de Ensefianza, Prictica e Investiga-
cién en Produccién y Salud Animal de la Universidad
Nacional Auténoma de México, y mostraron estar libres
de la infeccién por andlisis de heces (deteccidn de huevos
por la técnica de sedimentacion) y anticuerpos contra los
productos de excresion secrecion (E/S) de F. hepatica en
suero por ELISA (Villa-Mancera y col 2008). Los 20 ovi-
nos fueron distribuidos al azar en 4 grupos de 5 animales.
El grupo 1 (n=5) fue vacunado con 1 x 10" particulas de
fagos de catepsina L1 (YVYRWVEAECVA), el grupo 2
(n=15) recibi6 1 x10™ particulas de fagos de catepsina L2
(YVYEGRSRVRRP), el grupo 3 (n = 5) fue inmunizado
con 1 x 10" particulas de fagos de catepsina L1 y L2
(YVYRWVEAECVA y YVYEGRSRVRRP), y el grupo
4 (n = 5) control recibié PBS estéril. Cada animal reci-
bi6 la primera inyeccidn por via subcutanea y sin ningin
adyuvante en la semana 0. Una segunda inyeccién fue
administrada a los 28 dias (semana 4).
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TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE

Se colectd sangre completa en tubos vacutainer y sin
anticoagulante de la vena yugular de cada ovino, ésta fue
centrifugada a 2.000 rpm a 4 °C por 10 minutos y guarda-
da a —20 °C hasta su uso. Las muestras fueron obtenidas
cada 2 semanas desde la semana 0 y hasta el fin del expe-
rimento (semana 22).

CONTEO DE HUEVOS EN HECES

Las muestras de heces fueron colectadas semanalmente
del recto de los animales inmunizados y del grupo control.
Cinco gramos de cada muestra de heces fue procesada por
la técnica de sedimentacién como es descrita por Sexton y
col (1990). Los huevos de F. hepatica fueron expresados
como el nimero de huevos por gramo de heces (hpg).

DESAFIO CON PARASITOS

Las cercarias de F. hepatica fueron liberadas de caraco-
les Lymnaea cubensis y guardadas a 4 °C. Las capsulas de
gelatina conteniendo las metacercarias (menos de 2 meses
de edad) fueron administradas per os a cada animal con unas
pinzas esofédgicas. Cada ovino recibié 300 metacercarias 14
dias después de la segunda inmunizacién (semana 6).

MEDICION DE LA PROTECCION

Todos los ovinos fueron sacrificados en la semana 22
posterior a la primera inmunizacién. En la necropsia, las
vesiculas biliares fueron abiertas en bisqueda de helmin-
tos, los conductos biliares del higado fueron cortados y
los trematodos retirados con pinza roma. El higado se
cort6 en trozos pequeflos para la recoleccion de los pa-
rasitos restantes.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y GLUCOSA SERICA

Glutamato deshidrogenasa (GDH, indicativo de dafio
a parénquima hepatico), gamma glutamil transferasa
(GGT, indicativo de dafio a conductos biliares) y glucosa
fueron determinadas utilizando kits comerciales (Randox
Laboratories Ltd, Antrim, UK; Genzyme Diagnostics,
Cambridge, MA, USA), en un analizador de quimica Vi-
talab Selectra Junior (Vital Scientific, The Netherlands).

RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR
MIMOTOPOS ANTI-CATEPSINAL1Y L2

Los pozos de una placa de ELISA fueron cubiertos con
10'° particulas de fagos que fueron diluidos en PBS/BSA
0,2% e incubados toda la noche a 4 °C en agitacion. Los po-
zos fueron lavados en cuatro ocasiones con PBS/Tween-20
al 0,1% y bloqueados con 200 ul de PBS conteniendo BSA
al 1% por 1 hora a 37 °C. Nuevamente fueron lavados los

pozos en cuatro ocasiones. Posteriormente se incub6 suero
de ovino inmunizado a una dilucién de 1:400 en PBS/BSA
0,2%-Tween 0,2% 1 hora a 37 °C. Se adiciond el anticuer-
po anti-ovino-HRP (Serotec Ltd, Oxford, UK) en amorti-
guador de bloqueo (PBS/BSA 1%) en un volumen final de
200 pl por pozo, incubandose durante 1 hora a temperatura
ambiente sin agitacion. La unién especifica de los fagos fue
visualizada utilizando Tetrametilbenzidina (TMB, Sigma,
USA), utilizando un volumen de 200 ul por pozo. Se utiliz6
como control negativo PBS. La absorbancia fue determina-
da a 450 nm en un lector de ELISA (Biotek EL.x800). Asi
mismo, para los productos de E/S (30 pg/mL) se empled un
ELISA indirecto (descrito anteriormente) con una dilucion
de suero de ovino de 1:800.

ANALISIS ESTADISTICO

Las medias aritméticas y desviacion estandar fueron
calculadas para la carga parasitaria, nimero de huevos en
heces, actividad enzimatica (GGT y GDH), glucosa y va-
lores de los ELISA de los grupos vacunados y control. Se
utiliz6 la prueba de Kolmogorov—Smirnov para confirmar
normalidad. Para comparar los resultados entre grupos, se
utiliz6 una prueba t de Student cuando la distribucion fue
normal y U de Mann-Whitney cuando la distribucién no fue
paramétrica. Para todas las pruebas se utiliz6 el programa
IBM SPSS versién 20 para Windows (SPSS Inc., Chicago,
USA). Una P < 0,05 fue considerada como significativa.

RESULTADOS

CARGA PARASITARIA DE ANIMALES INMUNIZADOS
CON MIMOTOPOS DE CATEPSINA L

Veintidés semanas después del inicio del experimento,
los animales fueron sacrificados y los parasitos presentes
en la vesicula biliar e higado fueron contados (figura 1).
El porcentaje de fasciolas recuperadas del grupo control
fue en promedio 30,33% del total de 300 metacercareas
administradas en la semana 6 del experimento. La inmu-
nizacién de ovinos usando clonas de mimotopos de catep-
sina L1 sin adyuvante resulta en porcentajes de reduccion
significativas de la carga parasitaria de 50,11% (P < 0,05),
comparado con el grupo control. Sin embargo, el grupo
de animales inmunizados con catepsina L2 y una combi-
nacion de catepsina L1 y L2 no indujeron una proteccién
significativa (35,82% y 13,85%, P > 0,05).

CONTEO DE HUEVOS EN HECES

Se colectaron muestras de heces de ovinos inmuniza-
dos para su andlisis coproparasitoscopico semanalmente, a
partir de la semana O y hasta el sacrificio (semana 22). Los
primeros huevos aparecen en las heces de los ovinos a par-
tir de la semana 10 posterior a la infeccién con metacer-
carias del pardsito (figura 2). El analisis de la produccién
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Figura 1. Reduccion de la carga parasitaria de ovinos vacunados con mimmotopos de catepsina L de Fasciola hepatica. *Diferencias
significativas en comparacion con el grupo control (P < 0,05).

Reduction of parasite burden of sheep vaccinated with cathepsin L mimotopes of Fasciola hepatica. * Significant differences versus control
group (P < 0.05).
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Figura 2. Media geométrica del nimero de huevos en heces de cada grupo durante el periodo de estudio. *Diferencias significativas en
comparacion con el grupo control (P < 0,05).

Geometric mean fecal egg counts from each group during the study period. *Significant differences versus control group (P < 0.05).

de huevos de F. hepatica por gramo de heces muestra una RESPUESTA INMUNE HUMORAL INDUCIDA POR
reduccidn significativa del 44,50% (P < 0,05) para el gru- MIMOTOPOS DE CATEPSINA L

po vacunado con catepsina L2 en la semana 22 del estudio,

comparado con el grupo control. Para el grupo de ovinos La figura 3a muestra la dindmica de la respuesta de los
inmunizados con catepsina L1, la reduccion promedio fue anticuerpos contra los fagos filamentosos al utilizar en el
del 27,85%, y para catepsina L1/L.2 30,78% (P < 0,05). ELISA como antigeno los productos de E/S de F. hepa-
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Figura 3. Andlisis por ELISA de la IgG inducida por mimotopos de catepsina L1, L2 y L1/L2. Se utiliz6 como antigeno los productos
de E/S de F. hepatica (a) y las clonas empleadas para la vacunacién de ovinos (b). Los ovinos fueron inmunizados con 1 x 10' particu-
las de fagos sin adyuvante, en la semana 0 y 4. La flecha indica la semana de la infeccién experimental. Cada punto representa la media

de 5 animales.

Analysis by ELISA of IgG induced by mimotopes of cathepsin L1 and/or L2. Excretion/secretion products was used as antigen (a), and
clones used for vaccination of sheep. Sheep were given two immunizations at 0 and 4 week with 1 x 10" phage particles without adjuvant. Week of

experimental infection is indicated by the arrow.

tica. Una baja respuesta de anticuerpos aparecen en el
suero de ovinos inmunizados dentro de las 6 semanas
posteriores a la primera inmunizacién y muestran un
marcado incremento después de la infeccién con meta-
cercarias en la semana 6. Los niveles de respuesta de los
anticuerpos inducidos por los mimotopos de catepsina
L1 y/o L2 fueron mas elevados que los producidos en el
grupo control.

Los valores de las absorbancias de los ELISA mues-
tran que los ovinos inmunizados con los mimotopos de
catepsina L1, L2 y L1/L2, desarrollan anticuerpos IgG
circulantes contra los fagos filamentosos, alcanzando un
pico maximo dos semanas después de la primera inmuni-
zacion (figura 3b). Esta respuesta desciende y permanece
relativamente constante hasta el fin del experimento (se-
mana 22). Se observé una fuerte respuesta de anticuerpos
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inducidos en animales vacunados con catepsina L1. Los
ovinos vacunados con catepsina L2 y L1/L2 mostraron
una menor respuesta inmune humoral.

ACTIVIDAD ENZIMATICA Y GLUCOSA SERICA

La actividad plasmatica de las enzimas GLDH y GGT,
asi como glucosa permanecen dentro del rango normal
para todos los grupos previo al desafio con metacercarias
de F. hepatica en la semana 6 (figura 4a-c). La actividad de
la GGT se eleva dos semanas después de la infeccién con
los parasitos, alcanzando un pico en la semana 16 y dis-
minuyendo hasta la semana 22. Dos semanas después del
desafio (semana 6), existe un pequefio incremento en la ac-
tividad de la GLDH, alcanzando un nivel maximo en la se-
mana 10, reduciéndose posteriormente estos valores hasta
el final del experimento. Los niveles de glucosa permane-
cen relativamente constantes hasta la semana 10, disminu-
yendo estos valores entre la semana 12 y 14, aumentando
al final del estudio. No hubo diferencias significativas entre
los grupos de animales vacunados y el grupo control.

DISCUSION

Existen numerosos estudios utilizando moléculas
nativas purificadas o recombinantes como candidatos de
vacunacién contra F. hepatica (Hillyer 2005, Manus y
Dalton 2006). Entre estas moléculas se encuentran las
catepsinas L, las cuales son secretada en abundantes can-
tidades por el trematodo para facilitar la sobrevivencia en
el hospedero, por lo cual es deseable aislar los motivos
de inmunizacién con propésitos de vacunacién. Mien-
tras que las catepsinas L nativas pueden ser purificadas
en cantidades suficientes para pruebas experimentales,
una produccidn a gran escala requiere un sistema factible
(Dalton y col 2003). Las bibliotecas de fagos filamen-
tosos han sido empleadas para seleccionar péptidos que
mimetizan mimotopos de antigenos y que pueden ser uti-
lizados como candidatos en el desarrollo de vacunas en el
area de parasitologia (Ellis y col 2012).

La vacunacién de ovinos con dos mimotopos de ca-
tepsina (L1 y L2) y un mimotopo de catepsina L2 ubica-
do en la regién media y amino terminal de la molécula
nativa no se ha reportado. La inmunizacién de ovinos
con mimotopos de catepsina L1 y L2 indujeron niveles
de proteccion de 50,11 y 35,82% respectivamente, cuan-
do éstas fueron administradas separadamente; el alinea-
miento con la catepsina L1 y L2 madura sugiere ser un
epitopo conformacional, por lo que los anticuerpos con-
tra este péptido pueden estar jugando directamente un pa-
pel protector. La unién de la IgG de conejo anti-catepsina
L1 a la proteasa in vitro resulta en la inhibicién de la
capacidad para romper moléculas de IgG que median la
unién de los eosindfilos al pardsito (Smith y col 1994).

Ademas, se observo una reduccion en el nimero de
huevos en heces de 27,85 a 44,50% en animales vacu-

258

nados con los bacteriéfagos. La actividad de catepsina L
posiblemente fue bloqueada debido a la induccién de an-
ticuerpos afectando la produccion de huevos. La inmuni-
zacion con cada mimotopo de catepsina L1 y/o L2 indujo
un efecto tinico en la carga parasitaria y el nimero de
huevos producidos. En el primer reporte de vacunacién
en ovinos con catepsina L nativa, el nimero de huevos
en heces se redujo en 69,7%, sin tener un efecto sobre la
carga parasitaria (Wijffels y col 1994). La inmunizacion
de ovinos con catepsina L1 o L2 nativa contra F. hepati-
ca indujo niveles de proteccion de 33 y 34% en la carga
parasitaria, asi como reducciones en el nimero de huevos
producidos de 71 y 81% respectivamente; mientras que la
administracién en conjunto de catepsina L1 y L2 indujo
una reduccion del 60% de la carga parasitaria (Piacenza y
col 1999). La expresion de catepsina L1 recombinante en
Pichia pastoris para pruebas de vacunacién indujo pro-
teccion de 35 a 45% en borregos con un efecto en la fe-
cundidad del parasito de 50% (McManus y Dalton 2006).
El nivel de proteccion inducido con los mimotopos de
fagos filamentosos estuvo dentro del rango reportado con
el uso de otros inmundgenos mds grandes y costosos.

Ovinos infectados experimentalmente con metacerca-
rias de F. hepatica han mostrado porcentajes de implan-
tacion entre 26,4 y 39,0% (Wijffels y col 1994, Piacen-
za'y col 1999, Raadsma y col 2007); en este estudio, el
porcentaje de implantacién promedio en el grupo control
fue de 30,33%. Para los grupos de animales vacunados
con catepsina L1, L2 y L1/L2 los porcentajes de implan-
tacion (15,13, 19,46 y 26,13% respectivamente) fueron
similares a los reportados en trabajos previos (rango de
14,6 a 26,4%) (Wijftels y col 1994, Piacenza y col 1999,
Villa-Mancera y Méndez-Mendoza 2012).

Las clonas de catepsina L utilizadas en este estudio
inducen una respuesta alta de IgG y de magnitud signi-
ficativa contra los productos de E/S. Ademas, el desafio
con metacercarias indujo un aumento en la respuesta en
esos grupos, lo cual sugiere que los niveles de anticuer-
pos fueron amplificados en respuesta a linfocitos B de
memoria y que estos epitopos existen en la molécula nati-
va. Por otro lado, los anticuerpos producidos en respuesta
a las clonas, inducen una respuesta de IgG caracteristica
posterior a la primera inmunizacién, alcanzando los ti-
tulos un pico en la semana 2 y disminuyendo hasta el
final del experimento. Sin embargo, s6lo se observé un
segundo pico caracteristico, posterior a una segunda in-
munizacion o refuerzo en el grupo de ovinos vacunados
con catepsina L2.

Animales infectados con metacercarias de F. hepatica
producen IgGl, elicitando una respuesta TH2 no protec-
tora (Mulcahy y col 1999, O’Neill y col 1998, Hoyle y
col 2003). La subclase de anticuerpos (IgG1, 1gG2) pro-
ducidos posterior a la vacunacién, puede determinar el
mecanismo efector para eliminar la infeccién. Ovinos
y bovinos vacunados con catepsina L tienen una corre-
lacién positiva entre carga parasitaria y titulos altos de
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anticuerpos IgG1 e IgG2, indicando que la proteccion
estd asociada con la induccién de una respuesta THI o
balance Th1/Th2 (Mulcahy y col 1998, Villa-Mancera y
Mendez-Mendoza 2012).

Los datos presentados demuestran que los mimotopos
de catepsina L inducen una respuesta immune protectora
contra la infeccién de F. hepatica. Estos resultados son
alentadores en términos de desarrollo de vacunas debido
a la simplicidad relativa en la seleccién y corta longitud
de los péptidos. La potenciacion de la respuesta immune
a los mimotopos utilizando adyuvantes apropiados po-
dria ser investigada. Ademads, las clonas de fagos de la
misma enzima o de diferentes moléculas como antigenos
pueden ser usados en conjunto para incrementar el nivel
de proteccion. Por otro lado, la reduccion de la carga pa-
rasitaria, nimero de huevos en heces pueden reducir la
morbilidad y mortalidad en el ganado. Una diseminacion
baja de huevos puede tener un efecto negativo en la con-
taminacién de pasturas y en este sentido en la prevalencia
de fasciolosis en zonas endémicas.
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Efecto de la vacunacion de cerdas y lechones contra circovirus porcino tipo 2 (PCV2)
en la ganancia de peso y porcentaje de mortalidad en México
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the efficacy of three different vaccination protocols (sows, piglets and sows and piglets) on average daily
weight gain and mortality rate in piglets from farrow to finish farm with postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS). During the period after
vaccination (weeks 3-22) the piglets, sows and piglets, exhibited significantly improved average daily weight gain and significantly reduced mortality
rate. Compared with the control group, sows and piglets vaccinated against PCV2 had a significantly higher average daily gain and significantly lower
mortality rate for the study period (weeks 1-22). It is concluded that vaccination against PCV2 was effective at improving growth performance and
reducing mortality rate in a herd infected with PCV2.

Key words: PCV2, vaccination protocols, weight gain, mortality.

RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la eficiencia de tres protocolos de vacunacion (cerdas, lechones o cerdas y lechones), sobre la media de
la ganancia diaria de peso y porcentaje de mortalidad en lechones desde el parto hasta la finalizacién, en una granja con Sindrome Multisistémico de
Desmedro Postdestete (PMWS). Durante el periodo posterior a la vacunacion (semana 3-22) de lechones, cerdas y lechones, éstos mostraron un aumento
significativo en la media de la ganancia diaria de peso y una reduccion significativa en el porcentaje de mortalidad. Las cerdas y lechones vacunados
contra PCV2 para el periodo de estudio (semana 1-22), tuvieron un aumento significativo en la ganancia diaria de peso y una reduccién significativa en
el porcentaje de mortalidad cuando se les comparé con el grupo control. Estos datos demuestran que la vacunacion contra PCV2 fue efectiva en mejorar
el crecimiento y reducir el porcentaje de mortalidad en una piara infectada con PCV2.

Palabras clave: PCV2, protocolos de vacunacion, ganancia de peso, mortalidad.

INTRODUCCION 4-30% de los animales, de los cuales mueren de 70-80%,

causando importantes pérdidas econdémicas a la industria

El circovirus porcino tipo 2 (PCV2) es el agente cau-
sal del Sindrome Multisistémico de Desmedro Postdestete
(PMWS)), los principales signos clinicos son retraso en el
crecimiento, frecuentemente acompafiado de palidez, dis-
nea y en menor medida de diarrea y/o ictericia, principal-
mente en cerdos de entre 2 y 4 meses de edad, etapa tardia
del destete y temprana de engorda (Harding 1998, Sega-
Iés y Domingo 2002, Harding 2004). Suele afectar entre
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porcina (Segalés y Domingo 2002). Otra manifestacién
clinica de animales infectados con PCV2 son las fallas
reproductivas, ocasionando abortos durante la mitad y fi-
nal de la gestacién o lechones nacidos muertos, los cuales
muestran miocarditis necrotizante y presencia de PCV2
en tejido cardiaco (West y col 1999, Mikami y col 2005).

Los anticuerpos maternales estan presentes en prac-
ticamente todos los lechones tras la toma de calostro y
van disminuyendo progresivamente durante la lactacién
y la transicién (Rodriguez-Arrioja y col 2002). La vire-
mia por PCV2 suele aparecer entre la fase final de transi-
cioén y el inicio de la fase de engorda, coincidiendo con el
momento en el que los anticuerpos maternales alcanzan
niveles minimos (Sibila y col 2004). Se ha descrito que
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un bajo porcentaje de animales pueden presentar ya la
infeccion por PCV2 alos pocos dias de vida (Sibila y col
2004, Calsamiglia y col 2007).

Las vacunas comerciales contra PCV2 disponibles
en el mercado difieren en el tipo de antigeno y adyuvan-
te, animales (cerdas y/o lechones) y dosis (una o dos)
(Chae 2012). La vacuna comercial Circovac® (Merial)
introducida en 2006, estd compuesta por virus inactiva-
do y contiene aceite de parafina ligero como adyuvante;
inicialmente fue utilizada sélo en cerdas (2 ml) y pos-
teriormente aplicada a lechones (0,5 ml) (Fraile y col
2012). El principio de la vacunacién de cerdas es confe-
rir inmunidad pasiva para proteger a los lechones recién
nacidos contra la exposicién a PCV2, mientras estos son
altamente susceptibles; en contraste, la vacunacién de
lechones induce inmunidad activa contra enfermedades
asociadas a circovirus porcino (PCVD) (Opriessnig y col
2010, Beach y Meng 2012, Chae 2012).

Las vacunas comerciales actualmente disponibles
contra PCV2 son herramientas efectivas en el control del
PMWS en condiciones de campo y experimentales. La
vacunacion de cerdas primerizas y adultas bajo condicio-
nes de campo, incrementa los titulos de anticuerpos en
suero, reduce la carga viral en leche y calostro, incremen-
tando la ganancia diaria de peso (GDP) y reduciendo los
porcentajes de mortalidad de su descendencia (Pejsak y
col 2010, Gerber y col 2011, Kurmann y col 2011, Fraile
y col 2012). La vacunacién de lechones contra PCV2,
induce una respuesta de anticuerpos neutralizantes, una
respuesta inmune humoral mediada por células secreto-
ras de IFN-y, reduciendo o retrasando la infeccién por
PCV2 durante el destete o engorda (Fort y col 2008, Ke-
karainen y col 2010, Opriessnig y col 2010). El objetivo
de este estudio fue evaluar el efecto de tres protocolos de
vacunacion contra PCV2 en cerdas y lechones sobre la
ganancia de peso y porcentaje de mortalidad.

MATERIAL Y METODOS
LOCALIZACION

La unidad de produccién porcina se ubica en el estado
de Puebla, México; es una granja porcina con un sistema

de produccién en tres sitios, con flujo todo dentro/todo
fuera por edificio. En el sitio uno se encuentra el area de
gestacion y maternidad (etapa de lactancia: semana 1-3),
en el sitio dos se tienen a los cerdos destetados (semana
3-10) y en el sitio tres a los animales en etapa de engor-
da o finalizacién (semana 10-22). Esta unidad productiva
tiene un inventario de 4.500 hembras y produce alrededor
de 2.000 cerdos semanales.

Como antecedente, la granja fue diagnosticada con
PCVD asociado con PCV2, confirmado en base a los sig-
nos clinicos (palidez, desmedro, diarrea y tos) y carga
viral por PCR cuantitativa. En la necropsia, los animales
revelan evidencia de sindrome de dermatitis y nefropa-
tia porcina con lesiones en piel de color rojo o ptirpu-
ra, PMWS con deplecién linfoidea, en los pulmones se
observan vasculitis y neumonia intersticial. La granja
es seropositiva pero estable a PRRS (Herdcheck2XR,
IDEXX; Civtest Suis PRRS A/S, Hipra; Civtest Suis
PRRS E/S, Hipra) negativa al virus de influenza porcina
(Civtest Suis Influenza, Hipra) y cepas patégenas de Ac-
tinobacillus pleuropneumoniae (APP-Apx1V, IDEXX).
Los cerdos fueron vacunados a los 7'y 21 dias de edad
contra Haemophilus parasuis y Mycoplasma hyopneu-
moniae a los 23 dias de edad.

DISENO EXPERIMENTAL

Se seleccionaron 76 cerdas para ser dividas en cuatro
grupos, de acuerdo a su paridad. Se utilizaron 3 dife-
rentes protocolos de vacunacién contra PCV2: 1) cerdas
vacunadas, lechones no vacunados, 2) cerdas no vacuna-
das, lechones vacunados, 3) cerdas vacunadas, lechones
vacunados; grupo control: cerdas no vacunadas, lechones
no vacunados (cuadro 1). Las cerdas fueron vacunadas
en dos ocasiones con un intervalo de 3-4 semanas antes
del parto, mientras que los lechones fueron inmunizados
a las 3 semanas de edad con 0,5 ml Circovac® (Merial).
Los lechones fueron identificados individualmente en la
oreja para su monitoreo y evaluacion. Los animales del
grupo control o sin vacunar fueron inyectados con agua
estéril.

El porcentaje de mortalidad para cada grupo de cerdos
vacunados y etapa productiva fue calculado dividiendo el

Cuadro 1. Datos descriptivos de grupos vacunados contra PCV2 y grupo control.
Descriptive data of vaccinated groups against PCV2 and control group.

Animales vacunados + DE

Variable Control
Cerdas Lechones Cerdas y lechones

Nuimero de cerdas 18 20 20 18

Paridad 4,6 1,5 45+1,7 4,6 1,7 47+14

Lechones vivos por camada 10,2 1,7 10,6 £ 1,6 10,7+ 1,8 10,1 £ 1,6

Numero de lechones (semana 3) 166 200 206 164

Media + desviacién estandar (DE). En cada columna indican diferencias significativas (P < 0,05) en comparacién con el grupo control.
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numero de cerdos que murieron en esa etapa sobre el niime-
ro de cerdos asignados a ese grupo, multiplicado por 100.
Los cerdos que murieron a lo largo del periodo de estudio
que no mostraron signos clinicos del PMWS fueron diag-
nosticados por inmunohistoquimica (Kim y Chae 2004).

Todos los cerdos fueron pesados individualmente
después de nacer (semana 1), al destete (semana 3), al
entrar al sitio tres o etapa de finalizacion (semana 10) y el
dia previo a su venta (semana 22). Se determiné la ganan-
cia diaria de peso para cada cerdo, para la etapa de lac-
tancia, destete y finalizacién. La GDP se calcul6 restando
el peso ganado al inicio de cada etapa al peso final de la
misma, dividido por el nimero de dias que permanecie-
ron en la etapa productiva. Finalmente se calcul6 la GDP
para cada cerdo desde el dia que fue vacunado (semana
3) hasta el dia previo a su venta (semana 22).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos sobre porcentaje de mortalidad y GDP
fueron analizados utilizando un andlisis de varianza
(ANOVA) usando el procedimiento modelo lineal gene-
ral (GLM), comparando el grupo control contra los gru-
pos de cerdos vacunados para el modelo de efectos fijos,
paridad y nimero de lechones por parto como efectos
aleatorios. Se utilizé el programa SPSS version 17 para
Windows (SPSS Inc, Chicago IL, USA). Una P < 0,05 fue
considerada como significativa.

RESULTADOS

La media de lechones nacidos vivos por camada para
animales vacunados: cerdas, lechones, cerdas y lechones
fue de 10,2, 10,6 y 10,7 respectivamente. Asi mismo, el
nimero de lechones nacidos vivos en el grupo control fue
de 10,1 (cuadro 1). El nimero de partos promedio para el
grupo control fue de 4,7, mientras que para los diferentes
grupos de animales vacunados (cerdas, lechones y cerdas
y lechones) fueron de 4,6, 4,5 y 4,6 respectivamente. Los
diferentes grupos de cerdos inmunizados, no mostraron
diferencias significativas en el nimero de partos en com-
paracién con el grupo control (cuadro 1).

EFECTO DE LA VACUNACION SOBRE LA GANANCIA
DIARIA DE PESO

En la etapa de lactancia (semana 1-3, cuadro 2), la
GDP para el grupo control fue de 227,0 g/d, el grupo de
cerdas y lechones inmunizados obtuvo la mayor ganancia
de peso (238,6 g/d, P < 0,05), mientras que en las cer-
das vacunadas se observd una menor ganancia de peso
(232,3 g/d, P > 0,05). Para la etapa de destete (semana
3-10), la GDP de los tres grupos evaluados tuvieron un
aumento significativo en comparacién con el grupo con-
trol. Los lechones, cerdas y lechones vacunados, para la
etapa de finalizacién (semana 10-22), la GDP fue signi-
ficativa (P < 0,05). Los lechones, cerdas y lechones va-
cunados mostraron un efecto significativo sobre la GDP
(699,4 g/d y 704,0 g/d) para el periodo comprendido en-
tre la semana 3 y 22. Se encontraron diferencias signifi-
cativas (P < 0,05) para los tres grupos de cerdos vacuna-
dos para la GDP en las tres etapas evaluadas durante el
estudio (semana 1-22, cuadro 2), sobresaliendo el grupo
de cerdas y lechones inmunizados (656,2 g/d) en compa-
racion a los demds grupos. El grupo de cerdas vacunadas
obtuvo el menor incremento en la GDP (634,0 g/d).

EFECTO DE LA VACUNACION SOBRE EL PORCENTAIJE
DE MORTALIDAD

Se evalu6 el efecto de tres diferentes protocolos de
vacunacién sobre el porcentaje de mortalidad para el pe-
riodo de estudio (semana 1-22), el cual fue dividido en
tres periodos: lactacién (semana 1-3), destete (semana
3-10) y finalizacién (semana 10-22, cuadro 3). El ma-
yor porcentaje de mortalidad fue en la etapa de destete
para el grupo control (12,20%), mientras que el menor
porcentaje fue para el grupo de cerdas y lechones inmu-
nizados (1,52%, 10-22 semanas). El grupo de cerdas y
lechones vacunados para la etapa de lactacién y deste-
te mostraron diferencias significativas en el porcentaje
de mortalidad (3,74% y 3,33%) cuando se les compar6
con el grupo control (9,89% y 12,20%, P < 0,05). Asi
mismo, dos grupos de animales vacunados: lechones, y
cerdas y lechones (2,13% y 1,52%), respectivamente,

Cuadro 2. Media de la ganancia diaria de peso (g/d) durante diferentes periodos de estudio.
Average daily weight gain (g/d) of piglets during different study intervals.

Etapa, periodo en semanas + DE

Animales L - ST

vacunados aC]tfl;lCIa D;:_s:e(:)te Fma]l (;_z;;:lon 3.2 122
Cerdas 2323 £27.5 400,4 + 46,8* 874,9 £ 108,0 681,8 = 84,7 634,0 £57.4*
Lechones 238,0 £29,9* 417,8 + 54,32 883,9 £ 116,6* 6994 +92,9* 638,8 =71,2*
Cerdas y lechones 238,6 £29,7* 423,2 +57,2* 916,5 = 109,7* 704,0 = 89,7* 656,2 + 56,3*
Control 227,0 £ 26,7 387,3 £47,1 860,4 + 99,9 680,7 = 79,8 618,2 55,5

Media + desviacion estandar (DE). Superindices (a) en cada columna indican diferencias significativas (P < 0,05) en comparacién con el grupo control.
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Cuadro 3. Porcentaje de mortalidad (%) de grupos vacunados contra PCV2 y grupo control.
Mortality rates (%) of vaccinated groups against PCV2 and control group.

Etapa, periodo en semanas + DE

Animales vacunados i inalizacid

Laclt?;ma D;_s]tf(:)te Flnalggglon 1 320 1222
Cerdas 9,78 £ 0,06 9,64 0,10 3,33 £ 0,06 12,97 £ 0,12 22,75 +0,11
Lechones 5,66 + 0,06 6,00 = 0,07 2,13 +0,03° 8,13 £ 0,06* 13,79 + 0,09
Cerdas y lechones 3,74 £ 0,05° 3,33 £0,05° 1,52 £ 0,03¢ 5,40 £ 0,05° 9,14 £ 0,07
Control 9,89 + 0,08 12,20 £ 0,10 5,56 £ 0,07 17,75 £ 0,09 27,64 0,10

Media + desviacion estandar (DE). Superindices (a) en cada columna indican diferencias significativas (P < 0,05) en comparacion con el grupo control.

mostraron reducciones significativas en el porcentaje de
mortalidad (P < 0,05) en la etapa de finalizacién, cuando
se les comparé con el grupo control (5,56%). Las cerdas
y lechones vacunados mostraron un efecto significativo
sobre el porcentaje de mortalidad (5,40%, P < 0,05) para
el periodo posterior a la inmunizacién (semana 3-22). El
porcentaje de mortalidad acumulada para el periodo de
estudio (semana 1-22) en el grupo control fue de 27,64%,
las cerdas y lechones vacunados mostraron diferencias
significativas (9,14%, P < 0,05); mientras que el grupo
de cerdas vacunadas y el grupo de lechones inmuniza-
dos no se observaron diferencias significativas (22,75%
y 13,79%, P > 0,05).

DISCUSION

En México existen varias vacunas comerciales contra
PCV2, incluyendo una vacuna inactivada con adyuvante
usada en cerdas para inducir una respuesta inmune celu-
lar que es transferida pasivamente después de la ingestién
de calostro a los lechones, los cuales aumentan significa-
tivamente el nimero de células secretoras de IFN-y, in-
crementando la respuesta de hipersensibilidad retardada,
induciendo una fuerte respuesta proliferativa de células
mononucleares de sangre periférica (Oh y col 2012). Los
lechones son vacunados a las 3 semanas de edad, cuando
los anticuerpos maternales descienden. La vacuna induce
una respuesta de anticuerpos neutralizantes, reduciendo
o retrasando la infeccién por PCV2 durante el destete o
engorda (Fort y col 2008).

En este estudio, el grupo de lechones, cerdas y lecho-
nes inmunizados mostraron GDP significativas para las
dos etapas (destete y finalizacioén) posteriores a la aplica-
cién de la vacuna Circovac®. La GDP para los lechones
desde la administracién de la vacuna hasta la salida al
mercado (semana 3-22) fue de 699,4 g/d y para el grupo
control 680,7 g/d. Asi mismo, la GDP para los lechones
en la etapa de finalizacién o engorda (semana 10-22) fue
de 883,9 g/d y para el grupo control 860,4 g/d. Heissen-
berger y col (2010) demostraron que lechones vacunados
con Circovac® a las tres semanas de edad, tienen mayor
GDP (584,8 g), frente al grupo control (519,9 g) en el pe-
riodo de 13-21 semanas; la principal viremia se presenta
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en las semanas 13-28 cuando la GDP es mds evidente
(651,04 g vs 609,61 g). Soukup y DuSek 2010 estudiaron
el efecto de la vacunacién de lechones con Circovac® a
los 21 dias de edad en granjas con problemas de PCVD,
mostrando GDP de 434 g durante las etapas posteriores
al destete, asi como en la etapa de engorda 752 g; los
controles para ambas etapas mostraron GDP de 359 g y
766 g respectivamente. Cerdas y lechones vacunados con
Porcilis® (Intervet) mostraron GDP menores a los obser-
vados en el presente estudio (626,0 g vs 704,0 g) en pe-
riodos semejantes (4-25 semanas vs 3-22 semanas); asi
mismo, hembras inmunizadas contra PCV2 (612,0 g vs
681,8 g) (Fraile y col 2012).

En nuestro estudio, se observé una reduccion del
6,20% en mortalidad para el grupo de lechones vacuna-
dos (semana 3-10) en comparacion con el grupo control.
En Austria, se utilizaron 1.105 lechones divididos en dos
grupos para ser inmunizados con 0,5 ml de Circovac® a
las 3 semanas de edad, observandose una reduccion en
el porcentaje de mortalidad del 5,15% para las semanas
13-21, que corresponden al periodo principal de vire-
mia; para las semanas 13-28 se observé una reduccién
significativa del 7,4% en la mortalidad de los lechones
(Heissenberger y col 2010). Por otro lado, los lechones
inmunizados, mostraron una reduccién significativa en el
porcentaje de mortalidad para el periodo posterior a la
vacunacién (semana 3-22) en comparacién con el gru-
po control (8,13% vs 17,75%), asi como para el periodo
de finalizacién (semana 10-22, 2,13% vs 5,56%). Estos
resultados concuerdan con los obtenidos al vacunar le-
chones con Circovac® a los 21 dias de edad, los cuales
mostraron una reduccién en el porcentaje de mortalidad
en comparacion con el grupo control (3,68 vs 13,35%),
mientras que para la etapa de engorda fue de 4,32 vs
6,46% (Soukup y col 2010). Cerdas y/o lechones vacu-
nados con Porcilis® (Intervet) no mostraron diferencias
significativas en el porcentaje de mortalidad cuando se
les comparé con el grupo control para la etapa de destete
a finalizacién (Fraile y col 2012).

Pejsak y col (2010) utilizaron diferentes protocolos
de inmunizacién para tres grupos de animales: cerdas, le-
chones y por dltimo cerdas y lechones. Las cerdas fueron
vacunadas con Circovac® en dos ocasiones con un inter-
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valo de 4 semanas antes del parto, los lechones fueron
inmunizados a la edad de 4 semanas, mientras que en
el tercer grupo las cerdas fueron vacunadas en dos oca-
siones con un intervalo de 4 semanas y los lechones en
la semana 4 y 7 de edad. Los porcentajes de mortalidad
y GDP para los distintos grupos fueron: cerdas (16,93%
y 635,2 g), lechones (16,12% y 640,3 g), y cerdas y le-
chones (15,35% y 656,0 g) y durante la presentacién del
PMWS (28,76% y 568,5 g). Estos datos coinciden con la
GDP observada en nuestro estudio; sin embargo, el por-
centaje de mortalidad en los diferentes grupos vacuna-
dos para el periodo de estudio fueron diferentes: cerdas
(22,75% y 634,0 g), lechones (13,79% y 638,8 g), cer-
das y lechones (9,14% y 656,2 g) y para el grupo control
(27,64% y 618,2 g).

En conclusioén, este estudio demuestra que la vacuna-
cion de cerdas y lechones con Circovac® reduce signifi-
cativamente el porcentaje de mortalidad de cerdos inmu-
nizados, asi como un aumento en la ganancia diaria de
peso en comparacién con el grupo de animales sin vacu-
nar. Estos datos sugieren que la vacunacion contra PCV2
puede ser ttil en el control de la PCVD, influyendo en los
parametros productivos y reduciendo las pérdidas econd-
micas asociadas a la circovirosis porcina.
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