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RESUMEN

Fasciola hepatica es el agente causal de la fasciolosis, enfermedad parasitaria zoonética. Desde
un punto de vista productivo, la enfermedad cobra relevancia en la cria de ovinos y bovinos en
diferentes partes del mundo, incluidas amplias regiones de la Argentina. De las diferentes medidas de
control disponibles, el tratamiento quimico es el mas utilizado. Si bien se conocen distintos grupos
quimicos, el triclabendazole (TCBZ) ha sido el compuesto de eleccion en ovinos y bovinos debido
a que el mismo presenta una elevada eficacia sobre estadios inmaduros y maduros de F. hepatica. El
uso indiscriminado de estos compuestos quimicos en diferentes regiones del mundo ha generado
una importante presion de seleccidn, reportandose el desarrollo de cepas de F. hepatica resistentes a
la mayoria de los fasciolicidas, especialmente a TCBZ. En este contexto, la vacunacion aparece como
una herramienta interesante para el control de este parésito.

Las enzimas Glutation S-Transferasas (GSTs) son el principal sistema de detoxificacion de fase Il
en parasitos helmintos. Se ha demostrado que F. hepatica presenta niveles elevados de GST con
funciones fisioldgicas importantes.

En el presente proyecto de Tesis se evaluo la expresion y actividad de enzimas de las diferentes
vias metabdlicas de detoxificacion involucradas en el proceso de metabolizacion de TCBZ de Fase
I: Carboxil estearasa (CE) y de Fase Il: Glutation S-Transferasa, Glutation Peroxidasa y Glutation
Reductasa (GSR) por parte de diferentes cepas de F. hepatica susceptible y resistentes a TCBZ.
Se detectd una respuesta multienzimatica que involucra a toda la familia de enzimas dependientes
de glutation (GSH). La enzima CE no expreso diferencias significativas entre las cepas evaluadas.
Dicha enzima no estaria involucrada en el fendmeno de resistencia.

Se demostré que la actividad citosolica es aproximadamente 50% mas efectiva en las GSTs
correspondientes a cepas resistentes a TCBZ. Cuando se analizaron las diferentes isoenzimas se
determiné que la isoenzima Mu no solo esta implicada en los fendmenos de detoxificacién sino
que ademas participaria en el fendmeno de resistencia antihelmintica. Al evaluar el grado de
implicancia de dicha isoenzima Mu, hemos identificado y caracterizado genéticamente el gen GST
Mu aislado de las cepas de F. hepatica susceptible (TCBZ-S) y resistente (TCBZ-R) a TCBZ. Se
detect6 una mutacion en el gen la cual modifca el aminoacido 143 de la isoenzima GST Mu en la
cepa TCBZ-R pudiendo ser la misma parte responsable de la sobreexpresion del sistema

enzimatico metabdlico en estudio.



Teniendo en cuenta la relevancia de GST Mu, se detect6 por PCR el gen correspondiente a esta
isoenzima y se envio a sintetizar la proteina recombinante (rFhGSTMu). Se confirmé su pureza
por SDS-PAGE y se evaluo su actividad enzimatica.

Para cumplir con el otro objetivo de la Tesis, se establecio el nUmero de metacercarias de F.
hepatica para evaluar la actividad protectora de rFhGSTMu formulada en tres adyuvantes distintos
contra F. hepatica en ratones Balb/c. Los animales fueron inmunizados en tres oportunidades cada
15 dias por la via subcutanea con las siguientes formulaciones: rFnGSTMu+ Adyuvante de Freund
Incompleto, rFhGSTMu+ Hidréxido de Aluminio (AI(OH)3), rFhGSTMu+ Quil A y Grupo
Control (sin inmunizar). Se detectaron niveles de anticuerpos IgG y subisotipos (IgG1 e 19G2a),
IL-4 e IFN-y. Todas las formulaciones vacunales indujeron anticuerpos IgG especificos con una
respuesta mixta 1gG1/IgG2a (Th2//Thl), sin embargo, la formulacién rFhGSTMu + Al (OH)3
estimul6d principalmente un perfil Th2 coincidente con una mayor produccion de IL-4 en
comparacion con IFN-y.

La formulacion rFhGSTMu+ Al(OH)s redujo entre 75-90% el nimero de parasitos y la diferencia
en la curva de supervivencia de este grupo fue altamente significativa. En el resto de los grupos
experimentales, el recuento de parésitos fue similar al grupo control no inmunizado con una
reduccidon en el nimero de parasitos no mayor al 12,5%. El dafio hepatico se estimd indirectamente
mediante la determinacion de los valores séricos de las enzimas aspartato aminotransferasa (AST),
alanina aminotransferasa (ALT), fosfatasa alcalina (FA) y por analisis histopatoldgico de las
lesiones. Los valores de las enzimas hepéticas en el grupo inmmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)3
fueron significativamente mas bajos (p<0,05) que los valores registrados en el grupo control y en
el resto de los grupos experimentales.

Los resultados obtenidos en la presente Tesis indican que la proteina recombinante rFhGSTMu
formulada con Al (OH)s es un candidato vacunal contra F. hepatica en el modelo murino.



ABSTRACT

Fasciola hepatica is the causative agent of fasciolosis, a zoonotic parasitic disease. From a
productive point of view, the disease becomes relevant in the breeding of sheep and cattle in
different parts of the world, including many regions of Argentina. Among the different control
measures available, chemical treatment is the most used one. Although different chemical groups
are known, triclabendazole (TCBZ) remains the compound of choice in sheep and cattle because
it has a high efficacy against immature and mature stages of F. hepatica. The indiscriminate use
of these chemical compounds in different regions of the world has generated an important selection
pressure, and the development of strains of F. hepatica resistant to most fasciolicides, especially
to TCBZ, has been reported. In this context, vaccination appears as an interesting tool for the
control of this parasite.

The enzymes Glutathione S-Transferases (GSTs) are the main phase 11 detoxification system of
helminth parasites. It has been demonstrated that F. hepatica exhibits high levels of GST with
important physiological functions.

In this thesis project, the expression of the different metabolic pathways of Phase | and Il
detoxification enzymes involved in the metabolism of TCBZ were evaluated. Phase | enzyme
carboxyl esterase (CE) and phase Il enzymes Glutathione S-Transferase, Glutathione Peroxidase
and Glutathione Reductase (GSR) were evaluatedevaluated in different strains of F. hepatica
susceptible and resistant to TCBZ. A multienzyme response was detected that involves the whole
family of enzymes dependent on GSH. CE did not exhibit significant differences between strains.
This could be due to a lack of involvement of this enzyme in the resistance phenomenon.

It was demonstrated that the cytosolic activity is approximately 50% more effective in the GST
corresponding to strains resistant to TCBZ. When the different isoenzymes were analyzed, it was
determined that the Mu isoenzyme is not only involved in the detoxification phenomena but also
participates in the anthelmintic resistance phenomenon. In evaluating the degree of implication of
this Mu isoenzyme, we have identified and genetically characterized the Mu GST gene isolated
from strains of F. hepatica susceptible (TCBZ-S) and resistant (TCBZ-R) to TCBZ. A gene
mutation was detected which modifies the amino acid 143 of the isoenzyme GST Mu in the TCBZ-
R strain, which could be responsible for the overexpression of the metabolic enzyme system under
study.

Given the probable relevance of GST Mu, a recombinant protein corresponding to the gene coding
for said enzyme was generated. For this, the gene corresponding to GST Mu was detected by PCR,

and the corresponding recombinant protein (rfFhGSTMu) was then synthesized, expressed and
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purified. It was evaluated electrophoretically and the enzymatic capacity of rFhGSTMu was
confirmed.

In order to comply with the other objective of the Thesis, the number of metacercariae of F.
hepatica was established to evaluate the protective activity of rFhGSTMu formulated in three
different adjuvants against F. hepatica in Balb/c mice. The animals were immunized three times
every 15 days by the subcutaneous route with the following formulations: rFhnGSTMu+ Incomplete
Freund's Adjuvant, rFhGSTMu+ Aluminum Hydroxide, rFhGSTMu+ Quil A and Control Group
(without immunizing). Levels of IgG antibodies and sub-types (IgG1 and 19G2a), IL-4 and IFN-y
were detected. All the vaccine formulations induced specific IgG antibodies with a mixed IgG1 /
IgG2a response (Th2 // Thl), however, the formulation rFhnGSTMu+ Al (OH)z mainly stimulated
a Th2 profile coincident with a higher production of IL-4 compared with IFN-y.

The rFhGSTMu+ Al (OH)s formulation reduced between 75-90% the number of parasites and the
difference in the survival curve of this group was highly significant. In the rest of the experimental
groups, the parasite count was similar to the non-immunized control group with a reduction in the
number of parasites not greater than 12.5%. Liver damage was estimated indirectly by determining
the serum values of the enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine aminotransferase
(ALT), alkaline phosphatase (FA) and by histopathological analysis of the lesions. The liver
enzyme values in the group immunized with rFhGSTMu+ Al (OH)z were significantly lower
(p<0.05) than the values recorded in the control group and in the rest of the experimental groups.
The results obtained in this thesis indicate that the recombinant protein rFnGSTMu formulated

with Al (OH) 3 is a vaccine candidate against F. hepatica in the murine model.
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ThO: Linfocitos colaboradores maduros adn no han recibido un estimulo para la

respuesta
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Th2: Respuesta inmunitaria tipo 2 o de tipo humoral
Tc: Linfocitos T citotdxicos
Tregs: Linfocitos T reguladores
TCBZ: Triclabendazole
TCBZ-S: Cepa susceptible a triclabendazole
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INTRODUCCION AL TEMA DE TESIS

PARASITOSIS

Las infecciones causadas por helmintos constituyen un problema médico sanitario importante
tanto en animales domésticos como en humanos. En el ganado, las parasitosis en general,
ocasionan serias pérdidas econdémicas particularmente en areas donde se practica el pastoreo
extensivo (Olaechea, 2004). Si bien se han desarrollado diferentes estrategias para
contrarrestar el efecto nocivo de los parésitos, tales como medidas de manejo, control
bioldgico, seleccion de animales resistentes, etc., el control quimico continla siendo una
herramienta fundamental en la lucha contra las parasitosis. Sin embargo, dicha estrategia ha
sido ineficiente debido a la carencia de criterios técnicos para implementarla (Kaplan y
Vidyashankar, 2012; Furtado et al., 2016. Actualmente, la intensificacion de los sistemas de
produccion animal ha dado lugar a una dependencia casi exclusiva de la quimioterapia, siendo
una seria amenaza el desarrollo de resistencia de diferentes géneros parasitarios a la accion de
diversos compuestos antihelminticos. EI fendmeno de la resistencia antihelmintica es un
problema que preocupa debido a su progresiva extensionya que en los Gltimos afios ha incluido
la mayoria de los principios activos usados para el control de helmintos (Mishra et al., 2014).

Por otro lado, desde el punto de vista econdmico, la resistencia parasitaria reviste una
importancia notable dado loscostos elevados que implica el descubrimiento de nuevos
principios activos ((Kaplan y Vidyashankar, 2012), asi como también los incalculablesgastos
para los ganaderos/productores tanto por la adquisicion de compuestos ineficientes como por
los efectos nocivos del parasitismo sobre el ganado (Mishra et al, 2014).

FASCIOLOSIS

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria zoonoética producida por el trematodo Fasciola
hepatica. La misma esta distribuida mundialmente y afecta a una gran variedad de animales
herbivoros y omnivoros, asi como también al hombre. Se ha estimado que un cuarto de la
poblacién total de ovinos y bovinos del mundo pastorean en areas donde F. hepatica esta

presente y en las que el medio ambiente es favorable para su supervivencia y dispersion. Este
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parasito ingresa al continente americano desde Europa con la colonizacién y en nuestro pais

se describe por primera vez dicha enfermedad en ovinos en el afio 1888 (Olaechea,2004).

El trematodo F. hepatica es conocido en Argentina como “Saguaype”, voz guarani que
significa gusano chato o plano. También es llamado “palomilla del higado” en zonas de la
pampa humeda, “Corrocho” en San Juan, “Chonchaco” en San Luis y en el Noroeste del pais

(Olaechea, 2004).

CICLO BIOLOGICO DE F. hepatica
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F. hepatica es un trematodo que en su etapa adulta se localiza en la vesicula biliar y en los
conductos biliares del hospedador definitivo y mide de 20 a 50 mm de largo por 6 a 12 mm de
ancho. Para completar su ciclo bioldgico, F. hepatica necesita dos hospedadores, un hospedador
intermediario (el caracol) y otro definitivo (el mamifero) (Olaechea, 2004).

En el interior del huevo, y segun las condiciones de temperatura y humedad ambientales, se

desarrolla el miracidio, que sera el encargado de buscar y penetrar en el hospedador intermediario,
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el caracol, para evolucionar hasta el estadio de cercaria. El resultado de una infeccion exitosa de
un miracidio en un caracol suele ser la produccion de 400 a 1.000 cercarias. A continuacion, se
produce la expulsién de las cercarias, que se enquistan en el pasto como formas infestantes
Ilamadas metacercarias. Estas Gltimas llegan al intestino al ser ingeridas por el ovino y se
transforman en fasciolas jovenes (Olaechea, 2004).

Las metacercarias atraviesan la pared intestinal y migran hacia el higado a través de la cavidad
abdominal. Finalmente, perforan la capsula hepatica y contintan su migracion a traves del tejido
hepatico hasta llegar a los conductos biliares. Una vez en su localizacion definitiva, los paréasitos,
ya adultos, inician la puesta de huevos para completar de este modo el ciclo (Olaechea, 2004).
Cada parasito adulto localizado en el hospedador definitivo puede producir al menos 20.000
huevos por dia, que son arrastrados por la bilis, llegan hasta el intestino y se excretan en la materia
fecal. Ante un intento de invasion por parte del parasito, existe una resistencia natural entre los
diferentes hospedadores, tanto intermediarios como definitivos. Dicha resistencia es diferente en
cada especie y serd alta, moderada o baja segln el hospedador analizado (Olaechea, 2004).

Hospedador Intermediario

El hospedador intermediario de F. hepatica en nuestro pais se encuentra limitado a

caracoles del género Limnaea (Olaechea, 2004). Han sido identificados como responsables de la
produccién de metacercarias de F. hepatica en Sudamérica, las especies Limnaea viatrix y L.
columella siendo L. viatrix el Unico reconocido en Patagonia. Estos caracoles son anfibios y viven
en barro hiumedo o lugares de aguas poco profundas, pero no estancadas (Olaechea, 2004).
En condiciones de sequia o frio, tanto el caracol como los estadios intermediarios, disminuyen su
actividad metabdlica pudiendo sobrevivir varios meses para reaparecer cuando las condiciones
resulten favorables (Olaechea, 2004). Considerando que las temperaturas inferiores a los 10°C
inhiben la actividad del caracol, en areas endémicas como Esquel (Chubut), el ciclo se activa s6lo
en los meses de noviembre a marzo, mientras que, en otros, como Goya (Corrientes) dispone de
temperaturas adecuadas durante todo el afio. Esta caracteristica climatica debe ser considerada en
cada region para comprender la forma de presentacidn del problema y la estrategia para su control.
Ademas, el uso del riego para mejorar la calidad y cantidad de forraje a los animales, favorece el
habitat para el caracol ampliandose asi el &rea de endemismo (Olaechea, 2004).
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Hospedador Definitivo

El desarrollo de la infestacion tiene marcadas diferencias entre los distintos
hospedadores definitivos mientras que en los bovinos raramente ocasiona la muerte esto ocurre
con mayor frecuencia en ovinos (Olaechea, 2004). La resistencia a la infestacion es alta en los
equinos y porcinos, moderada en los bovinos, conejos, ciervos, liebres y en el hombre mientras
que es baja en los ovinos, caprinos, ratones, hamster y rata. Los estudios epidemioldgicos han
demostrado que los ovinos infestados son los que mas contribuyen a la continua contaminacion de
las pasturas, llegando a tener una excrecion de 2 millones de huevos por animal por dia (Olaechea,
2004). Esta caracteristica de abundante oviposicion y baja resistencia a la infestacion por parte del
hospedador ovino, ha obligado en ciertas regiones del pais tales como las areas endémicas de
Neuquén, a cambiar el tipo de especie en produccion reemplazando la explotacion de ovinos por
bovinos (Olaechea, 2004).

SIGNOS CLINICOS Y LESIONES

La presencia de unos pocos ejemplares de F. hepatica en la vesicula biliar y/o conductos
biliares, no provoca ninguna manifestacion clinica importante, mientras no haya un fendmeno
obstructivo (Olaechea, 2004). Por otro lado, las infestaciones masivas causan sintomatologia
clinica evidente siendo particularmente graves en los animales jovenes en los cuales puede
ocasionar la muerte repentina por falla hepatica o por una invasiéon clostridial secundaria
(Olaechea, 2004). Si el animal sobrevive a las lesiones, la regeneracion del higado se produce con
produccién de tejido cicatrizal fibroso, con distorsion del 6rgano por las multiples cicatrices
generadas. En este estado pueden aparecer signos de anemia, debilidad, emaciacion y edema en la
region submandibular, cuello, pecho y abdomen (Olaechea, 2004). En la necropsia de animales
parasitados, los hallazgos dependen del nimero de parasitos y del tiempo de infestacion. En
infestaciones recientes se observan marcas de perforacion hepatica, inflamacion y focos
hemorragicos presentandose un cuadro de hepatitis aguda. En los casos cronicos, los animales
estan anémicos o caquécticos, hay colectas serosas en peritoneo y engrosamiento de los conductos

biliares del higado con alteraciones cirroticas (Olaechea, 2004).
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IMPORTANCIA DE LA FASCIOLOSIS

Desde el punto de vista socio-sanitario, la fasciolosis es una zoonosis de distribucion
cosmopolita. La misma constituye un serio problema en el medio rural dado que los principales
reservorios de estos parasitos son los ovinos, los bovinos, los caprinos y los herbivoros salvajes
entre otros. La estrecha relacién entre los animales de produccion y el hombre, hecho que se da
especialmente en paises en vias de desarrollo o subdesarrollados, favorece la presencia de la
enfermedad en el hombre, donde los nifios son particularmente afectados, provocando retraso en
el crecimiento y ocasionalmente la muerte (Mas-Coma et al., 2009). Las limitaciones en el
diagnostico y el hecho de que la fasciolasis humana no sea una enfermedad de declaracion
obligatoria, sugieren que el nimero de casos humanos es mucho mayor que el reportado. Desde el
punto de vista de la Salud Publica, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera a la
fasciolasis dentro de las enfermedades desatendidas emergentes de mayor importancia (WHO,
2008) enfatizando en la necesidad de implementar medidas de control contra este parasito,
teniendo en cuenta que no es posible el control de la fasciolasis humana sin un correcto control de
la enfermedad en los animales (WHO, 2008).

Las estimaciones (no oficiales) de la OMS, sugieren que en las regiones andinas de Bolivia, Peru,
Chile, Ecuador, Cuba y Egipto son regiones de mayor incidencia de fasciolosis en humanos y que
en Rusia, China, Georgia, Vietham y Uganda la enfermedad esta expandiéndose a gran velocidad
probablemente en relacion con el fendmeno de cambio climatico y global. En nuestro pais, la
Mesopotamia y la pre-cordillera patagénica son consideradas areas endémicas (Olaechea et al.,
2004). En resumen, la fasciolosis es una enfermedad poco conocida pero que produce millones de
muertes en humanos (Mas-Coma, 2009).

A finales del siglo pasado se habian reportado solamente 2 mil casos humanos en todo el mundo.
En la actualidad hay 50 millones de personas infestadas y 180 millones tienen riesgo de infestacion
en todo el mundo por lo cual la fasciolosis deberia englobarse dentro de las enfermedades menos
estudiadas, pero de mayor impacto sanitario, fundamentalmente en poblaciones rurales y de bajos
recursos (Bio Ventures para la Salud Global, 2015).

Desde el punto de vista econdémico, la fasciolosis es considerada mundialmente como una de las
enfermedades mas importantes de los rumiantes domésticos donde se manifiesta con pérdidas de
peso, disminucién de la produccion lactea en calidad y cantidad (Reinhards, 1957), reduccién de
la eficiencia reproductiva y bajas conversiones de la ingesta que se reducen entre 8 y 28%
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(Reinhards, 1977) ocasionando pérdidas econémicas cercanas a U$S 100 mil millones/afio en el
mundo (Boray, 1985).

La fasciolosis, por sus caracteristicas biologicas y por su amplia distribucion entre los
rumiantes domésticos y muchas especies silvestres es dificilmente erradicable, pero es indudable
que es controlable (Olaechea, 2004). Se ha estimado que un cuarto de la poblacion total de ovinos
y bovinos del mundo pastorean en areas donde F. hepatica esta presente y en donde el medio
ambiente es favorable para su mantenimiento y dispersion (Nari y Fiel, 1994) aunque varian las

tasas de morbilidad y mortalidad de una region a otra (Acha y Szyfres, 1997).

INMUNIDAD EN LAS INFESTACIONES PARASITARIAS

Las consecuencias del parasitismo pueden ser, por un lado, una falta de la respuesta
inmunitaria ante una parasitacion masiva, y por otro lado una exagerada respuesta
inmunopatoldgica. Para tener éxito, el parasito debe mantener un equilibrio entre ambos extremos,
es decir evitar la muerte del organismo hospedador, su fuente de alimento y al mismo tiempo
escapar de la accion del sistema inmunitario del mismo. A menudo, los hospedadores infestados
de forma cronica resistiran la reinfestacion frente a formas parasitarias “frescas”, situacion que se
conoce con el nombre de inmunidad concomitante (Maizels et al., 1993). Este hecho se ha visto
particularmente en casos de schistosomiasis y también en malaria (Fresno et al., 2010).

Una caracteristica muy marcada de la reaccion inmunitaria ante las infestaciones por
helmintos es la eosinofilia, la neutrofilia y los niveles elevados de IgE producida. Estos cambios
se corresponden con una respuesta inmunitaria tipo Th2. Esta claro que, en animales infestados
con helmintos, la eosinofilia y la produccién de IgE estan controladas por las citoquinas IL-4 e IL-
5 secretadas por las células Th2, las cuales desempefian un papel crucial en la resistencia a la
infestacion (Fresno et al., 2001). Las reacciones mediadas por la IgE, pueden ser vitales para
recuperarse de las infestaciones, mientras que la resistencia en hospedadores vacunados depende

de la produccidn de anticuerpos de los isotipos IgG e IgA (Fresno et al., 2010).

TRATAMIENTO

El uso regular de farmacos que provocan la muerte del parasito forma parte de las medidas
actuales de control. Dentro de los farmacos fasciolicidas se incluyen: closantel, nitroxinil,

rafoxanide y clorsulon, y los compuestos benzimidazoles: triclabendazole (TCBZ) y albendazole
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(ABZ). EI TCBZ (benzimidazole halogenado) es el fasciolicida mas utilizado dado que es el Unico
eficaz contra estadios maduros e inmaduros del trematodo (Boray et al., 1983) y ha mostrado
eficacia en estudios realizados en ganado ovino (Maes et al., 1990; Taylor et al., 1994; Ramisz et
al., 1997), caprino (Kinabo y Bogan, 1988; Martinez Moreno et al., 1997a), vacuno (Suhardono
et al.,1991; Echevarria. et al., 1990; Ibarra et al., 2002) e incluso en la especie humana (Laird y
Boray, 1992; Luz et al., 1999). En zonas donde la enfermedad es endémica el tratamiento debe
darse de forma ininterrumpida desde la primavera a fin del verano debido a que los farmacos
permanecen activos en el organismo solo durante uno o dos dias, tras los cuales los animales
pueden volver a infestarse al pastorear (Olaechea, 2004). El uso intensivo de farmacos para el
control de F. hepatica ha ejercido una importante presion de seleccion, la cual determiné el
desarrollo de resistencia a diferentes farmacos en aquellas regiones del mundo donde este parasito
es endémico. Inicialmente, los casos de resistencia en F. hepatica reportados a nivel mundial
estuvieron circunscriptos a TCBZ. La resistencia a TCBZ se ha reportado en regiones geograficas
tan diferentes como Espafia, Reino Unido, Australia, Perd, Holanda y Argentina (Sanabria et al.,
2013), la situacién de resistencia a ABZ parece ser igual de compleja, con reportes en Peru
(Canevari et al., 2014), Uruguay (Canevari et al., 2014), Tanzania (Nzalawahe et al., 2015,
resumen de la waavp 2015) y Suecia (Novobilsky et al., 2016). Ademas, cabe resaltar que, se han
reportado casos humanos de fasciolosis en Holanda (Winkelhagen et al., 2012), Chile (Gil et al.,
2014) y Per( (Ortiz P., comunicacion personal), donde los trematodos implicados resultaron
resistentes a TCBZ y/o albendazole. La gravedad de estos casos radica en el escaso nimero de
principios activos disponibles en medicina humana para el tratamiento de F. hepatica.

Este fendmeno sumado al costo que el tratamiento supone en los paises en vias de desarrollo y el
hecho de que la terapia quimica no reduce significativamente la transmision en areas endémicas
(Henker et al., 2017) debido a la reinfeccion, ha llevado a que las medidas llevadas a cabo para
controlar la fasciolosis sean insatisfactorias. Por estos motivos, la basqueda de nuevos enfoques

terapéuticos o preventivos es necesaria y esta altamente justificada.

FACTORES QUE CONDICIONAN LA APARICION DE LA RESISTENCIA
PARASITARIA

Los factores que condicionan la aparicion de la resistencia parasitaria se han clasificado
para su mejor comprension en factores intrinsecos, aquellos que tienen que ver con la genética, la
biologia y la fisiologia del parésito y factores operativos, a aquellos que de una u otra forma son

controlados o dependen de la actividad del hombre, incluyendo el trabajo zootécnico y la eleccion
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de los productos a emplear para los tratamientos antiparasitarios. La resistencia antihelmintica
como fendmeno depende para su establecimiento y desarrollo de una serie de eventos y factores
que la condicionan y que pueden en algunos casos ser controlados por la accion del hombre y en
otros no, aunque el conocimiento de estos permita tomar medidas adecuadas para evitar su
aparicion (Anziani et al., 2000). Esta situacion afecta sin lugar a dudas tanto la salud de los rodeos
como la economia de pequefios y grandes productores, en consecuencia, representa también una
problematica social ya que un gran nimero de familias en el mundo entero dependen de la crianza
de su ganado. La evolucion de la resistencia antihelmintica esta determinada por la extension con
la que los helmintos sobrevivientes al tratamiento contribuyen con sus genes a las generaciones
futuras. Esta contribucion esta influenciada por la frecuencia y el tiempo de tratamiento, la eficacia
de la droga, la fecundidad de los parasitos adultos, la tasa de larvas consumidas, la deposicion de

huevos, el manejo de las pasturas y de los animales y del clima (Dobson et al.,1995).

FACTORES QUE FAVORECEN
LA RESISTENCIA
INTRINSECOS EXTRINSECOS
(Parasitarios) (Operatives)
BIOLOGIA MANEJO PRODUCTO
FISIOLOGIA
ELECCION
GENETICA
FRECUENCIADE
APLICACION

En resumen, la secuencia de eventos seria la siguiente: 1) el material genético que confiere
resistencia existe en una muy baja frecuencia en una poblacion parasitaria (estado de pre-
existencia), siendo la poblacién mayoritariamente susceptible a la dosis recomendada de un
determinado antihelmintico, 2) tratamientos sucesivos con la misma droga o drogas con un mismo

mecanismo de accion matan los genotipos susceptibles y sobreviven al tratamiento solo los

20



nematodos resistentes que posean genotipos homocigota (RR) y quizas los heterocigota (RS), 3)
los pocos helmintos que sobreviven estan molecularmente capacitados para resistir el efecto de ese
farmaco, lo cual es heredado de generacion en generacion aumentando la homocigosis (RR) y 4)
la desaparicion de los genotipos susceptibles lleva a que las préximas generaciones sean
descendencia de la minoritaria poblacion resistente, lo cual origina la resistencia (Scarcella, 2011).
Las mayores tasas de resistencia antihelmintica se presentan entre latitudes 10° y 30° Sur,
comprendiendo parte de Argentina, Uruguay, Brasil, Paraguay, Sudafrica, Australia y Nueva
Zelanda, donde se encuentran las mayores poblaciones de hospedadores que no desarrollan
eficaces respuestas inmunitarias (cabras y ovejas) y las condiciones de manejo animal (los
animales permanecen en pasturas permanentes a lo largo de todo el afio) y climéticas (areas
tropicales /sub-tropicales himedas) son favorables para la transmision de la enfermedad parasitaria
y la diseminacion de las poblaciones resistentes (Waller, 1993; Prichard, 1994; Nari y Salles,
1996; Echevarria, 1996; Gimenez et al., 1996; Waller y Echevarria, 1996) y a favor de los
organismos resistentes por inhibir el desarrollo de los individuos susceptibles al farmaco (Pratt y
Taylor, 1990). La caracteristica mas importante de la resistencia es su naturaleza genética, mas
que toxicoldgica o bioquimica, y los nematodos que poseen genes de resistencia son seleccionados
por la presion ejercida por los antihelminticos usados (presion de seleccion), reconociéndose que
los genes resistentes existen en bajas frecuencias antes de ser usados los compuestos (Jackson et
al., 1992). La presion de seleccion es la capacidad de los antihelminticos para elegir ciertos
parasitos de una poblacion y esta determinada por la dosis del compuesto y por la poblacién
parasitaria expuesta a la droga. La presion de seleccién es alta cuando el tratamiento deja apenas
algunos sobrevivientes y cuando hay pocos estados de vida libre que escapen a la exposicién. Por
el contrario, es baja cuando una gran proporcion de la poblacién de larvas no entra en contacto con

compuestos quimicos.

RESISTENCIA: TIPOS Y CLASIFICACION

La resistencia puede clasificarse como: 1) Intrinseca o 2) Adquirida.

1) Un ser vivo que es naturalmente insensible al efecto de una droga es intrinsecamente
resistente. Este fendmeno puede deberse a la falta del receptor 6 a que la droga no puede entrar a
la célula y asi llegar a su sitio de accién. Por ejemplo, los trematodos y cestodos son

intrinsecamente resistentes a la accion de los farmacos endectocidas.
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2) La resistencia adquirida se da cuando poblaciones que son inicialmente susceptibles a la
accion de un farmaco, dejan de serlo tras la ocurrencia de cambios genéticos heredables de
generacion en generacion. La resistencia adquirida es percibida cuando una droga que es
inicialmente efectiva para un fin terapéutico determinado deja de serlo. Los mecanismos que

operan estas modificaciones genéticas en resistencia adquirida son:

a) Por Mutacion: el ADN de una célula susceptible sufre una alteracion que induce
modificaciones en la produccion 6 funcion normal de un determinado componente celular crucial
para que la droga produzca su efecto farmacoldgico. La mutacion va siempre acompafiada de una
seleccidn hacia la poblacién mutante 0 resistente, entonces las generaciones proximas seran hijas

de las resistentes.

b) Por Amplificacion Génica: existe una multiplicacion exagerada de ciertos genes que
inducen a la célula a sintetizar cantidades elevadas de un producto celular normal, de relevancia
en la accién de una droga, lo que las convierte en resistentes a concentraciones de dicha droga que

son altamente efectivas bajo condiciones normales.

c) Por Transferencia Génica, una célula / microorganismo susceptible adquiere material
genético de otro, que induce resistencia hacia el efecto de una droga 6 grupo de drogas. Hay tres
mecanismos basicos dentro de la transferencia génica en resistencia: transformacién, transduccion

y conjugacion.

Estas alteraciones moleculares representan las bases farmacologicas por el cual se genera el

fendmeno de resistencia, pudiendo resumirse en:

1) Cambios celulares estructurales y/o funcionales que modifican la captacién (llegada) de una
droga al sitio de accion o incrementan su metabolismo/inactivacion y/o eflujo celular, afectando

la capacidad de la droga para acumularse intracelularmente.

2) Alteracion de sistemas enzimaticos necesarios para que se produzca el efecto farmacolégico de

la droga.

3) Alteracion de los receptores celulares por disminucion en el nimero ¢ en su afinidad, lo cual

afecta la union del farmaco con su sitio de accion y, por lo tanto, su efecto farmacologico.

4) Variaciones en diferentes procesos celulares que compensan 6 contrarrestan el efecto inducido

por un farmaco.
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MECANISMO DE ACCION y COMPORTAMIENTO FARMACOCINETICO DE LOS
ANTIHELMINTICOS BENZIMIDAZOLES

Los antihelminticos benzimidazoles (BZDs) desestabilizan el equilibrio tubulina-
microtubulo originando en el parasito una pérdida de la homeostasis celular, con el consecuente
desprendimiento y muerte. Su mecanismo de accion depende de la presencia sostenida de la droga
activa en contacto con su receptor intracelular, la  tubulina (Lacey, 1990; Lanusse et al., 1993).
La capacidad de unién de los BZD a tubulina de mamifero in vitro (Friedman y Platzer, 1978;
Ireland., et al., 1979) reafirma que su mecanismo de accién es por su efecto antimicrotubulo, pero
no responde al por qué de la naturaleza de la toxicidad selectiva de estas drogas y de la naturaleza
precisa de su efecto in vivo. Al respecto, la inhibicion de la reaccion de tirosinacion de o tubulina
en cerebro de rata que se observa en presencia de ABZ (uno de los principales antihelminticos
benzimidazoles de amplio uso en medicina humana y veterinaria) seria debido al efecto sobre el
estado de ensamblamiento alterando el equilibrio existente entre la forma polimerizada
(microtdbulo) y la forma soluble (tubulina) (Solana et al., 1998). Aportando en el mismo sentido,
en nuestros laboratorios se demostraron en ratas, ciertos aspectos embriotdxicos del antihelmintico
benzimidazolico ABZ sulféxido (ABZSO) manifestdndose no sélo su toxicidad fetal sino también

sus efectos a nivel placentario (Teruel et al., 2003).

METABOLISMO DE LOS BZDs

° Enzimas de la Fase | de detoxificacion

Es sabido que la actividad metabolica mediada por P450 es menos relevante en algunos helmintos,
en comparacion con mamiferos (Precious y Barrett, 1989). En consecuencia, las reacciones de fase
I se llevarian a cabo fundamentalmente a través del sistema enziméatico FMO (Douch y Buchanan,
1979). Utilizando ambas vias, A. suum (nematode), F. hepatica (trematode) y M. expansa
(cestode) son capaces de biotransformar ABZ a ABZSO. El patrén metabolico de ABZ resulté de
diferente magnitud dependiendo del parasito analizado pudiendo correlacionarse directamente
dicho fenomeno con la eficacia farmacoldgica de este tipo de drogas frente a cada especie
estudiada (Solana et al., 2001). La eficacia antiparasitaria de todos los BZDs depende de la
presencia de concentraciones toxicas plasmaticas para el parasito. Dada la liposolubilidad de los

compuestos BZDs metilcarbamatos, un intenso proceso de biotransformacién facilita su posterior
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eliminacion. Por esta razdn, s6lo muy bajas o ninguna concentracion de droga madre es detectada en
plasma (Marriner y Bogan, 1980; Hennessy et al., 1989; Lanusse et al., 1995). Desde el plasma los
metabolitos se distribuyen a los diferentes compartimientos organicos. La distribucion de los
metabolitos desde el plasma hacia el tracto gastrointestinal (TGI) es relevante para el efecto
antihelmintico frente a parésitos localizados a nivel de las mucosas GI (Hennessy et al., 1993). Por
otro lado, los BZDs también se distribuyen desde el plasma hacia otros tejidos, como el parénquima
pulmonar, higado y conductos biliares (Alvarez et al., 1999; Cristofol et al., 2001), sitios de
localizacion de parasitos como Dictyocaulus filaria y F. hepatica, respectivamente. ABZ y FBZ son
moléculas de elevada liposolubilidad. En consecuencia, ambos antihelminticos experimentan un
intenso metabolismo. El higado es el principal sitio de biotransformacion para los antihelminticos
BZDs (Juskevich, 1987). En el metabolismo de los BZDs participan los sistemas de oxidasas
microsomales de funcién mixta, fundamentalmente por reacciones de sulfoxidacion e hidroxilacion
en la posicion 5- del anillo benzimidazolico, originando compuestos mas polares que las drogas
madres. El proceso inicial de oxidacion es seguido rapidamente por reacciones de hidroxilacién como
paso previo a la conjugacion. Los metabolitos hidroxilados formados pueden ser conjugados con
acido glucuronico y sulfatos (Hennessy, 1985). La hidrolisis del grupo metil carbamato da origen al
metabolito 2-aminosulfona. Los sistemas enziméaticos FMO y citocromo P-450 participan en la
biotransformacion de ambas moléculas. El sistema FMO es responsable de la oxidacion de ABZ a
nivel del &tomo de azufre (sulfoxidacion) (Galtier et al., 1986), que da origen a ABZSO. Una segunda
oxidacion a cargo del sistema citocromo P-450, produce ABZSO:; a partir de ABZSO (Souhaili-El
Amri et al., 1987). En la oxidacion inicial de ABZ participa también el sistema citocromo P-450
(Souhaili-EIl Amri et al., 1987). Mientras que el metabolito sulfoxido posee actividad farmacoldgica,
ABZSO0:; es un metabolito inactivo (Lacey, 1988; Lubega y Prichard, 1991). FBZ es biotransformado
en su metabolito activo OFZ mediante sulfoxidacion (Gottschall et al., 1990) que a su vez puede ser
convertido en el metabolito inactivo FBZSO,. ABZ y OFZ son potentes agentes inductores de la
isoenzima citocromo P 450 1A2 que participa en la formacion de los metabolitos inactivos ABZSO-
y FBZSO; (Souhaili-ElI Amri et al., 1988; Gleizes et al., 1991).

La mayoria de los estudios sobre la respuesta metabdlica de F hepatica frente al antihelmintico
TCBZ so6lo se han referido a modelos de prueba in vitro o ex vivo. El aumento de la actividad de
enzimas tales como Flavin Monooxigenasa (XME fase 1) y GST (XME fase Il) en trematodos
resistentes a TCBZ (cepas Sligo y Oberon) proporciona un interesante aporte a la comprension del
fendmeno de resistencia que dichos helmintos poseen. Esta sobreexpresion confirma dicha
manifestacidn en una respuesta multienzimatica que implica mas de una via metabdlica (Scarcella
etal., 2011).
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o Enzimas de la Fase 11 de detoxificacion

Las GSTs abarcan una familia de isoenzimas implicadas en la detoxificacion celular de una amplia
gama de sustratos quimicos a traves de la conjugacién con el glutation, de manera que el
xenobidtico se vuelve generalmente menos toxico y mas soluble en agua siendo asi més facil su
excrecion. En mamiferos se conocen siete clases de GSTs diméricas (alfa, mu, pi, theta, sigma y
kappa) compuestas por subunidades de 24 a 29 kDa que comparten un alto porcentaje en sus
secuencias de aminodcidos (aproximadamente 70%).

La enzima GST representa el 4 % de la proteina soluble total distribuida en varios tejidos de F.
hepatica y con importantes funciones fisiologicas. En este parasito estan presentes ocho
isoenzimas de la enzima GST correspondientes a GST unido a la membrana (mGST) la cual es
una proteina homotrimérica que es estructuralmente e inmunoldgicamente distinta de la GST
citosdlica (cGST) y se clasifica por separado por lo tanto la GST unida a la membrana difiere de
los cGSTs ya que puede activar reactivos bisulfidrico, tales como N - etilmaleimida; esta propiedad
es importante para establecer que no esta contaminada con GST citosdélicas. La mayoria de los
estudios in vitro o ex vivo sobre la respuesta metabdlica de F. hepatica frente al antihelmintico
TCBZ han demostrado una disminucidn significativa en la actividad Superoxido Dismutasa y un
aumento en el nivel de GST en ambos trematodos juveniles y adultos después de la incubacion
con TCBZ sulfoxido.

En F. hepatica la GST es identificada como FhGST y desempefia al menos tres funciones
conocidas: 1) esta involucrada en la desintoxicacion de aldehidos citotoxicos producidos durante
la peroxidacion lipidica, 1) estd implicada en la funcion absortiva del intestino del paréasito adulto
y I) interactta con la hematina previniendo el bloqueo del intestino del parasito por cristalizacion
de la misma (Brophy, 1990). En F. hepatica estan presentes siete isoenzimas de la proteina GST
(Mannervik et al., 1987).
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RESISTENCIA A LOS ANTIHELMINTICOS BENZIMIDAZOLES

Resistencia en nematodos

La informacion que existe sobre la bioquimica de la resistencia a los antihelminticos se refiere a

los BZDs. Se conoce que el mecanismo de resistencia en
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resistencia ocurre cuando los genes que codifican para 3 tubulina sufren mutaciones, lo cual causa
la pérdida del receptor de alta afinidad por la molécula de BZDs (Lanusse et al., 2001). Los
primeros estudios sobre la manifestacion del fendmeno de resistencia a los diferentes BZDs
indican que los microtubulos de ciertas cepas de helmintos nematodos resistentes son capaces de
mantenerse polimerizados en presencia de concentraciones de droga que despolimerizan los
microtUbulos de una cepa susceptible (Lacey, 1988). En ensayos in vitro utilizando preparaciones
de tubulina parcialmente purificada de paréasitos susceptibles y resistentes se cuantifico la unién
de BZD-H? demostrandose una mas baja afinidad de union en la cepa resistente, similar a la
obtenida en la union a la tubulina del hospedador (Lacey, 1988). Un estudio interesante realizado
con clones de Cahenorabditis elegans resistente 0 no a BZDs revel6 la existencia de un gen 3
tubulina (gen ben-1) que codifica una B tubulina susceptible a la accion de los BZDs. Se observo
que, en algunos mutantes resistentes, este gen no se encuentra y/o no se expresa claramente. Los
autores sugieren que si el fendmeno de la resistencia a los BZDs en los nematodos fuera similar al
del C. elegans, el proceso de seleccién resultaria en una poblacién en que la mayoria de los
individuos tendrian suprimido el gen para la tubulina susceptible (Jackson, 1993). Posteriormente,
Prichard (1994) demostr6 que la resistencia a los BZDs en nematodos estd asociada a una
alteracion que ocurre en algunos de los genes que codifican para p-tubulina, los cuales reducen o
impiden la alta afinidad de los BZDs a la tubulina en estos organismos. Es decir, la resistencia
ocurre cuando los genes que codifican para B-tubulina sufren mutaciones, causando la pérdida del
receptor de alta afinidad por los BZDs. Ya se han iniciado los estudios de la caracterizacion
molecular de la B-tubulina proveniente de poblaciones de helmintos resistentes y susceptibles a

los BZDs. Se ha clonado el gen que codifica para B-tubulina de una libreria genémica construida
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desde una poblacién resistente y este gen fue usado como probe (sonda) para comparar las dos
cepas. Mientras que para las cepas susceptibles se observd un extensivo polimorfismo de 5-10
bandas, la poblacion resistente solamente mostro una unica banda indicando seleccién para ese
fragmento especifico. En posteriores estudios in vitro se demostro que ese fragmento también esta
presente en las cepas susceptibles aunque en baja concentracion indicando esto que la expresion
del fendmeno de resistencia es recesiva (Roos et al., 1990,1991).

Resistencia a BZDs por parte de los trematodes

En general, los mecanismos involucrados en el desarrollo de resistencia antihelmintica son
principalmente el resultado de cambios conformacionales de la molécula blanco, y/o variaciones
en los mecanismos de captacion y eflujo de drogas y/o variaciones en su metabolismo ante un
xenobiotico (Ouellette, 2001). Recientemente se ha comenzado a avanzar en el entendimiento del
fendmeno de resistencia a ciertos antihelminticos benzimidazoélicos a partir del aislamiento en F.
hepatica de una cepa resistente a TCBZ (TCBZ-R). La cepa Sligo, ha demostrado en estudios
realizados in vivo e in vitro ser TCBZ-R en adultos y juveniles (Coles y Stafford, 2001),
(Kerboeufb et al., 2003). Aunque en el caso de otros helmintos la resistencia a ciertos BZDs se
explica por la sustitucion de tirosina por fenilalanina en la posicion 167 o0 200 de la B-tubulina del
pardsito (Kwa et al., 1994; Fairweather et al., 2004), es posible que la resistencia a TCBZ
manifestada por la cepa Sligo (TCBZ-R) de F. hepatica sea generada por un mecanismo diferente,
ya que al comparar la secuencia de la B-tubulina de las fasciolas resistentes con aquellas TCBZ-S
(cepa Cullompton) la secuencia de aminoacidos en la posicion implicada es idéntica (Fairweather
et al., 2007). En estudios in vitro se ha determinado que la entrada de TCBZ al interior del
trematodo ocurre fundamentalmente por difusion via tegumento més que por ingestion oral
(Alvarez et al., 2006). Hoy se sabe que dicha difusion es significativamente menor en la cepa Sligo
(TCBZ-R) que en la cepa Cullompton (TCBZ-S) (Alvarez et al., 2005); {Alvarez et al., 2006).
Interesantemente esto no se manifiesta para todos los BZDs ya que la captacion de ABZ y/o sus
metabolitos no manifiesta diferencias entre ambas cepas (Alvarez et al., 2006) sugiriendo que en
el caso de la captacion de TCBZ podrian estar involucradas las bombas de eflujo (v.g. pg-P). La
sobreexpresion de la pg-P ya se ha relacionado a fendmenos de resistencia antihelmintica en otras
especies de parasitos (Kerboeufb et al., 2003; Fairweather et al., 2004) y ya se ha demostrado su
probable reversion co-incubando con inhibidores de dicha via (Ivermectina) (Alvarez et al., 2006).
En contraste, mientras la Ivermectina no impacta en la captacion de ABZ, la co-incubacién con
Verapamil (inhibidor pg-P) conduce a severas rupturas del tegumento en TCBZ-R comparables a
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las obtenidas en cepas TCBZ-S expuestas a TCBZ.SO (Stitt y Fairweather, 1992). Los resultados
obtenidos a la fecha siguen siendo inconclusos afianzandose el mayor involucramiento de la
probable manifestacion de resistencia a los BZDs dado por el metabolismo exacerbado en la
sulfoxidacion de TCBZ a sus metabolitos sulfoxido y sulfona (TCBZ.SO y TCBZ.S02) (Alvarez
et al., 2005; Robinson et al., 2004). Con el uso de inhibidores metabdlicos se ha demostrado que
el sistema FMO es la principal via de metabolizacion de TCBZ y que su co-incubacién impacta
mas sobre la metabolizacion de la cepa Sligo (TCBZ-R) (Alvarez et al., 2005).

Actualmente se hace necesario aportar mayores conocimientos referidos al estudio de la verdadera
participacion de las vias enzimaticas de detoxificacion de Fase | y Fase Il involucradas.

La aparicion de resistencia hacia las drogas existentes en el mercado hace que el desarrollo de una
vacuna eficaz sea una necesidad que tiene un amplio consenso en la comunidad cientifica. Las
vacunas tienen a su favor el hecho de no dejar residuos quimicos eliminando asi el periodo de
retencion del animal, no dafian al medio ambiente y serian aceptadas por los consumidores quienes
ya estan familiarizados para otras patologias con el concepto de vacunacion en la medicina humana

y veterinaria (Dalton y Mulcahy, 2001).

LAS VACUNAS COMO ALTERNATIVA PREVENTIVA CONTRA LA
FASCIOLOSIS

En la actualidad no hay disponibles vacunas comerciales contra F. hepatica,

principalmente debido a la alta capacidad moduladora de este parasito. Sin embargo, la
busqueda de antigenos vacunales y de distintas estrategias que protejan contra F. hepatica
ha comenzado su desarrollo desde el afio 1987. En rumiantes se utilizaron extractos
somaticos crudos del parasito, mezclas de proteinas secretadas por el parasito o parasitos
atenuados por irradiacion (Haroun y Hillyer, 1986). Posteriormente, ha surgido informacién
sobre la identificacion y caracterizacion de distintas proteinas de F. hepatica.
Se han llevado a cabo estudios con vacunas basadas en proteinas recombinantes o en ADN
plasmidico, algunas de las cuales han sido empleadas en ensayos de vacunacién con
resultados dispares aunque en algunos casos alentadores (Dalton et al., 2003; Hillyer et al.,
2004; Kennedy et al., 2006; Zafra, 2007; Espino et al., 2010; Mota Sanchez, 2009; Jayaraj
et al., 2012; Wesotowska et al., 2016).
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RESPUESTA INMUNITARIA ESPECIFICA A LA FASCIOLOSIS

En general estd ampliamente aceptado que la infestacion por F. hepatica en rumiantes
muestra una down-regulation de la expresion IFN-y y una up-regulation de la expresion de
IL-4, sugiriendo una respuesta predominante Th2, como la mayoria de los helmintos
(Mulcahy et al., 1999; Waldvogel et al., 2004; Hacariz et al., 2009; Mendes et al., 2013).
Asi, diversos estudios han demostrado que en bovinos tanto la IgE (Bossaert et al., 2000a)
como los eosinofilos y las células cebadas (Bossaert et al., 2000b), juegan un papel muy
importante en la respuesta inmunitaria que tiene lugar en el higado de los animales infestados
con F. hepatica.

Se ha postulado la posibilidad de que el parasito polarice la respuesta del hospedador hacia
una respuesta Th2 con el objetivo de evadir la respuesta Thl, la cual podria resultarle mas
dafiina para el mismo (Maizels et al., 1998; Maizels et al., 2014). Esta modulacion de la
respuesta inmunitaria por el parasito le permitiria sobrevivir en el hospedador (Mulcahy et
al., 1999). Asi, por ejemplo, el isotipo de anticuerpo dominante en terneros, ovejas y ratas
en las infestaciones cronicas es la IgGl (O’Neill et al., 2000), aunque también se ha
detectado IgE en estas especies (perfil tipo Th2).

En cuanto a la respuesta temprana frente a la fasciolosis, un estudio realizado en ganado
vacuno por Clery et al. (1998), concluy6 que la infestacion con F. hepatica indujo la
proliferacion de linfocitos con una répida produccion de IFN-y, lo que indica que se
desarrolla un patron Thl en las fases iniciales del proceso. Si extrapolamos la dicotomia
Th1/Th2 que tiene lugar en ratones (Pearce et al., 1991; Pearce y Sher, 1991), la deteccion
de IFN-y en las primeras fases de la infestacion y su ausencia en infestaciones cronicas,
demostraria que la respuesta inmunitaria se polarizaria en funcion del curso de la infestacion,
permitiendo la supervivencia del parasito durante las fases crénicas de la enfermedad
(O’Neill et al., 2000). Sin embargo, estudios similares realizados en ratas por Cervi et al.
(2001) mostraron un incremento simultaneo en los niveles de IFN-y (respuesta Th1) y de IL-
4 e IL- 10 (respuesta Th2) en el bazo a los 7 dias post-infestacion. En el caso particular de
las reinfestaciones y en infestaciones cronicas, Bossaerty et al.; (2000b) constataron que
bovinos reinfestados con F. hepatica desarrollaban una respuesta inmunitaria que no era
protectora. Dicha respuesta de tipo Th2, sin un aumento en la produccion de IFN-y ni el
desarrollo de una hipersensibilidad retardada, coincidiria con los resultados de

investigaciones previas (Clery et al., 1996).
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Estudios mas recientes se han centrado en el estudio de las citoquinas reguladoras y las
células T reguladoras (Tregs). En varios modelos de infestaciones parasitarias se ha
confirmado la participacion de diferentes tipos de citoquinas y Tregs, como p.ej IL-10 y
TGF-p (Doetze et al., 2000) y células FoxP3+ Tregs (Belkaid et al., 2006). Estas citoquinas
y tipos celulares modulan el sistema inmune del hospedador y conllevan la creacion de una
respuesta inmunopatogena, demostrandose por ejemplo que la IL-10 ejerce una accion
inmunoreguladora durante las infestaciones parasitarias, inhibiendo la respuesta inmunitaria
(tanto Th1l como Th2) (Belkaid., 2012). La IL-10 también es capaz de evitar la eliminacion
del parésito y la produccién de 6xido nitrico (NO) por parte de macrofagos activados via
IFN-y (Gazzinelli et al., 1992). En terneros infestados con F. hepatica se ha observado que
la IL-10 induce una disminucion en los niveles de IFN-y (Flynn et al., 2008). Por otro lado,
el TGF-B es capaz de provocar una inmunosupresion durante los procesos parasitarios
(Belkaid et al., 2006), induciendo una disminucion de los niveles de IL-4 en terneros
parasitados con F. hepatica (Flynn et al., 2008). Por otra parte, diferentes trabajos
demuestran la actividad inmunomoduladora de distintas glicoproteinas de Fasciola sobre la
activacion y funcion de las células dendriticas (CD) suprimiendo respuestas Thl y Thl7.
(Walsh et al., 2009).

EVASION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA

Al igual que otros helmintos, F. hepatica puede sobrevivir en sus hospedadores durante
varios afios. Por lo tanto, cabe pensar que las fasciolas poseen algiin mecanismo para evitar
el ataque del sistema inmunitario del hospedador. El destino final de los parasitos son los
conductos biliares, que constituyen una zona inmunoldgica segura, pero previamente migran
por otras localizaciones anatomicas donde el sistema inmunitario es muy activo, como la
pared intestinal, peritoneo y parénquima hepatico (Mulcahy et al., 2005). Para evadir la
respuesta del hospedador durante esta fase migratoria, F. hepatica despliega una serie de
mecanismos:

1. LOCALIZACION FINAL DEL PARASITO. Tanto los antigenos como los huevos
liberados por los parésitos adultos llegan al intestino a través de conductos biliares y
colédoco junto a la bilis, lo cual limita en gran parte la respuesta inmunitaria que deberian
inducir. Por este motivo, los niveles de anticuerpos inducidos en ratones, ratas, ovejas y
vacas infestados con fasciolas descienden una vez que el parasito penetra dentro de los

conductos biliares (Hanna, 1980a; Meeusen y Brandon, 1994; Clery et al., 1996).
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Por otra parte, los niveles de inmunoglobulinas en los conductos biliares de vacas infestadas
son doce veces menores que los determinados en sangre, predominando la IgA, lo que
confirma la escasa actividad inmunoldgica a este nivel (Hughes et al., 1981).

2. GLUCOCALLIX. Es logico asumir que la mayoria de las interacciones entre el parasito y
el hospedador tendran lugar en la superficie parasitaria, la cual va a desarrollar un papel
importante en la proteccion contra el sistema inmunitario (Mulcahy et al., 1999). No existe
evidencia de que el paréasito absorba macromoléculas del hospedador en su superficie para
enmascararse como sucede en otros parasitos, por ejemplo, Schistosoma spp (Mulcahy et
al., 1999). El tegumento de F. hepatica es una membrana simple cubierta por un espeso
glucocélix polianionico de unos 40 nm, compuesto por glucoproteinas que proyectan
cadenas de oligosacaridos y gangliosidos terminados en cido sialico (Moreno Pérez, 2015).
El glucocalix superficial de F. hepatica puede contribuir a la evasion inmune a través de
cambios en la composicion durante el desarrollo del parasito en el hospedador, lo que hace
que el sistema inmunitario deba luchar contra un “blanco variable” (Hanna, 1980 a, b). El
glucocélix se encuentra en un proceso continuo de muda y es reemplazado por vesiculas
secretoras del parasito, asi se ha observado que, en las formas inmaduras del parasito, el
cambio total del glucocélix puede permanecer sélo durante 3 horas (Hanna, 1980 b, ¢). Todo
lo mencionado evita que los neutrofilos y eosinoéfilos puedan establecer un contacto estrecho
y suficientemente duradero con el paréasito para permitir su desgranulacion y destruccion, ya
que se desprenden junto al glucocalix, ademas, la liberacion de productos de desecho del
glucocélix puede crear un flujo circulatorio que dificulta la accion de los anticuerpos en una
reaccion inmunitaria potencialmente letal (Duffus y Franks, 1980; Hanna, 1980b).

3. EVASION DE LA ACCION DEL SISTEMA DEL COMPLEMENTO. Si bien existen
trabajos que afirman que las larvas recién desenquistadas de F. hepatica son per se muy
sensibles a la accion del sistema del complemento (Moreno Pérez, 2015), la unién del factor
(C3b) del complemento a la superficie de las mismas no se ha podido demostrar (Moreno
Pérez, 2015). Dicha observacion podria explicarse por la presencia de &cido sialico terminal
en componentes del glucocalix, el cual seria capaz de evitar la activacion del complemento
por la via alternativa (Baeza et al., 1994).

4. CAMBIOS ANTIGENICOS DURANTE LA MIGRACION PARASITARIA. Los
anticuerpos desarrollados en linfonodulos mesentéricos son diferentes a los gastrohepaticos
y a los del bazo, presentando diferentes patrones de reaccion frente a diferentes antigenos.
Igualmente, se observan distintos isotipos de anticuerpos frente al mismo antigeno. La

produccion de IgE es mucho mayor en los linfonddulos hepéticos que en los mesentéricos o
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en el bazo. Por el contrario, la produccién de IgA es mayor en los linfonddulos mesentéricos
que en los gastrohepaticos o en los del bazo (Moreno Pérez, 2015). Estos hallazgos sugieren
una particular regulacion de las citoquinas secretadas por los LT en diferentes drganos.
Algunos autores postulan que esta variacion en el tipo de respuesta inmunitaria provocaria
una respuesta menos efectiva comparada a la obtenida mediante un Unico mecanismo
defensivo (Meeusen y Brandon, 1994).

5. CAPACIDAD MIGRATORIA A TRAVES DEL PARENQUIMA HEPATICO. Los
tuneles migratorios del parénquima hepatico de ovinos primoinfestados con F. hepatica
aparecen rodeados por granulocitos (eosinéfilos y neutréfilos), macrofagos, y linfocitos T
(LT) y B (LB) (Meeusen et al., 1995). Sin embargo, mientras los parasitos jovenes se hallan
presentes en esos tdneles, no se observa infiltracion linfocitaria rodeandolos. En estadios
posteriores el infiltrado celular se incrementa, pero solo se observa junto a los espacios porta
y zonas lesionadas, y no rodeando a las fasciolas. De esta forma, los parésitos tendrian la
suficiente motilidad como para “dejar atras” al infiltrado inflamatorio. Ademads, mientras los
parasitos atraviesan el higado sin obstaculos, los leucocitos tienen que abandonar los
capilares sanguineos del espacio porta y atravesar el tejido intersticial hasta llegar a los
tlneles en los que se encuentra el helminto (Meeusen et al., 1995).

En el caso de las reinfestaciones, los parasitos podrian avanzar méas rapidamente al evitar
zonas previamente lesionadas y Unicamente migrar por zonas sanas, lo cual explicaria que
en sucesivas reinfestaciones los parasitos migren mas rapidamente que en las
primoinfestaciones (Meeusen et al., 1995).

6. EVASION DE LA RESPUESTA INMUNITARIA POR PARTE DE LAS FORMAS
INMADURAS. Es de suponer que las formas juveniles de F. hepatica posean algun
mecanismo directo para evitar o inactivar el ataque de las células efectoras del sistema
inmunitario durante su migracién a través del intestino y peritoneo. Como ejemplo de
respuesta inmunitaria contra estas formas deben mencionarse la accion de los radicales
superdxido producidos por los neutrdfilos, eosindfilos y macréfagos, o radicales oxigenos
libres producidos por estos ultimos (Moreno Pérez, 2015). Ademas, se ha concluido que
uno de los factores que interviene en la distincion entre especie susceptible-resistente es la
capacidad del sistema inmune de detener el paso de las fasciolas recientemente
desenquistadas (NEJs) a nivel peritoneal (Smith et al., 1992).

De acuerdo con la bibliografia, podria decirse que la evasion de la respuesta inmune por

parte de estas formas juveniles del parasito se basa en dos mecanismos:
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La gran resistencia que presentan las formas juveniles de F. hepatica a la destruccion por los
compuestos de oxigeno liberados por los granulocitos y macrofagos (Doy et al., 1980;
Duffus et al., 1980; Doy et al., 1982; Glauert et al., 1985; Piedrafita et al., 2000). Podria
estar basada en la accion de determinadas enzimas como la Superéxido Dismutasa (SOD),
la Glutatién Peroxidasa o la GST presentes en el producto de excrecion-secrecion del
parésito (FhES) (Piedrafita et al., 2000). Otros compuestos presentes en dicho FhES también
han demostrado capacidad para impedir la liberacion de sustancias activas y fagocitosis por
parte de los polimorfonucleares neutréfilos (Poitoy et al., 1993), asi como para alterar la
capacidad procesadora y presentadora de los macrofagos (Masih et al., 1996).
Recientemente se ha descubierto la importancia de un antioxidante de la familia de la
peroxirredoxina, denominado tiorredoxina peroxidasa (Donnelly et al., 2005).

Por otra parte, durante la migracion transperitoneal se observa un precoz incremento de IFN-
v en el bazo, el cual podria estimular la activacion de los macréfagos peritoneales y su
produccion de 6xido nitrico NO (respuesta Thl), favoreciendo la destruccion de larvas
migrantes. Sin embargo, se produce igualmente un incremento de IL-10, citoquina tipica de
respuestas inmunoreguladoras, la cual podria ser capaz de inhibir la produccion de estos
compuestos nitrogenados por parte de los macréfagos activados por IFN-y asi como la
capacidad fagocitica de estas poblaciones mononucleares (Gazzinelli et al., 1992). La
hipétesis actual sostiene que determinados compuestos del FhES serian capaces de activar
de manera alternativa los macrofagos, evitando asi una respuesta eficaz de los mismos v,
muy especialmente, la produccion de NO (Flynn et al., 2007). Asi, la tiorredoxina peroxidasa
presente en el FhES es capaz de activar alternativamente estos macréfagos, produciendo
igualmente altos niveles de IL-10, caracteristica de la respuesta tipo Th2 (Donnelly et al.,
2005). Khaznadji et al. (2005) demostraron que las NEJs de F. hepatica producen una
sustancia (cistatina) la cual induce liberacion de IL- 10 con efectos antiinflamatorios e
inhibicion de la proliferacion celular, favoreciendo la supervivencia de los paréasitos
(Hartmann et al., 2003).

En cuanto a la importancia relativa de cada célula efectora contra las NEJs, Van Milligen et
al. (1999), demostraron que la proteccion estaba correlacionada con el niamero de eosinéfilos
y células productoras de IgE a nivel gastrico pero la correlacion solo era moderada respecto
a los leucocitos. De igual forma, la proteccion se relacioné con el nivel sérico de anticuerpos
IgG1 pero no con los niveles de IgA o IgE.

7. LIBERACION DE SUSTANCIAS CON ACCION DIRECTA SOBRE EL SISTEMA

INMUNE. Chauvin y Boulard, (1996) constataron que los LT sélo aparecian en la periferia
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de las zonas de infiltracion leucocitaria y propusieron que F. hepatica deprimiria la
inflamacién local a nivel hepético y la respuesta inmunitaria para facilitar su paso a través
del parénquima.

Otros trabajos afirman que los mecanismos por lo que F. hepatica evade la respuesta
inmunitaria del hospedador incluyen la liberacion de sustancias linfotdxicas por parte de los
estadios adultos (Goose, 1978), enzimas bloqueadoras de anticuerpos (como las catepsinas
B y L) que separan las fracciones Fab y Fc de las inmunoglobulinas (Chapman y Mitchell,
1982; Carmonaet al., 1993; Smith et al., 1993) o sustancias capaces de inhibir la quimiotaxis
de leucocitos y la proliferacion celular (Smith et al., 1993; Meeusen et al., 1995; Cervi et
al., 1996). Como resultado de la liberacion de todas estas sustancias, las fasciolas se
encuentran en higados en los que hay una gran respuesta inmunitaria de tipo celular pero no
sufren dafio alguno (Smith et al., 1993; Meeusen et al., 1995).

Entre las sustancias con importancia en estos efectos directos sobre las células efectoras
existe un inhibidor de proteinasa sérica tipo Kunitz (Fh-KTM) que se expresa en el intestino,
el parénquima y el tegumento del parasito adulto y que puede inhibir la actividad de las
elastasas producidas por neutréfilos e interferir con la produccion de citoquinas por parte de
los linfocitos (Martinez-Moreno et al., 2000). Igualmente, algunos autores han comprobado
que en infestaciones por F. hepatica existe un fallo en la respuesta oxidativa durante la
fagocitosis de bacterias por parte de los polimorfonucleares neutréfilos, lo cual podria ser
consecuencia de los productos liberados por el parasito o bien por la respuesta inmunitaria
atipica (Martinez-Moreno et al., 2000).

Otras proteinasas parasitarias del tipo de las cistein-proteasas (catepsinas B y/o L) parecerian
ejercer un efecto mas importante, ya que podrian modular la respuesta inmunitaria al
eliminar receptores para la IgE en LB, eosindéfilos, CD, neutrofilos, macrofagos y plaquetas
(Berasain et al., 2000). También se ha demostrado que las catepsinas son capaces de cortar
las inmunoglobulinas del hospedador, al separar las regiones Fab de la Fc (Berasain et al.,
2000).

Igualmente se ha constatado que, al incubar linfocitos con (FhES o con catepsinas L
recombinantes, se produce una disminucion en la expresion del receptor CD4 o una ruptura
del co-receptor en la superficie de los LT (Prowse et al., 2002). EI CD4 actia como co-
receptor con el CD3 en el reconocimiento antigénico por parte de las moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (mMHCII) imprescindible para la activacion y

desarrollo de los LTh. Por lo tanto, este efecto sobre el receptor CD4 evitaria la proliferacion
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linfocitaria y ayudaria a la evasion de la respuesta inmunitaria de manera semejante a lo que
sucede con Leishmania spp. o Legionella spp (Prowse et al., 2002).

Esta inmunomodulacién parasitaria producida por F. hepatica no ocurre solo a nivel
linfocitario. Se ha demostrado que la interaccion entre el parasito y las células del sistema
inmune innato como macréfagos y células dendriticas (via receptores Toll-like) seria el
primer paso en dicho efecto inmunomodulador (Flynn et al., 2007; Flynn et al., 2008).
También se ha descrito la presencia de eosinofilos con caracteristicas tipicas de células en
apoptosis en higados de ratas infectadas con F. hepatica (Martinez-Moreno et al., 2000). En
ensayos in vitro, se ha demostrado que el FhES es capaz de inducir la apoptosis temprana en
eosinofilos mediante un mecanismo dependiente de las caspasas (Serradell et al., 2007),
siendo ésta una nueva estrategia del parasito para evitar el efecto temprano de la respuesta
inmunitaria. Este fendbmeno ha sido demostrado también in vivo, comprobandose que es

dependiente de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Martinez-Moreno et al., 2000).

ADYUVANTES EN LA FORMULACION DE VACUNAS SUBCELULARES

Las proteinas purificadas y péptidos que actualmente se investigan como candidatos
vacunales son pobremente inmunogénicos per se, de ahi la necesidad de formularlas en
adyuvantes.

La funcion de los adyuvantes es potenciar la respuesta inmunitaria especifica frente a los
antigenos vacunales y polarizar selectivamente los diferentes componentes de la respuesta
inmunitaria hacia la produccion de determinados isotipos de anticuerpos o hacia una
respuesta mediada por células (Zafra et al., 2012).

Un problema que puede ocasionar el uso de adyuvantes es el desarrollo de reacciones de
hipersensibilidad que pueden dar como resultados pérdidas por decomiso. Estas reacciones
pueden ser exacerbadas e incluso comprometer la salud del animal receptor de la vacuna. En
la actualidad se tiende al uso de adyuvantes seguros tale como el hidroxido de aluminio
Al(OH)s (Zafra et al., 2012).

Los mecanismos de accién moleculares de diferentes adyuvantes permanecen adln
desconocidos, sin embargo, esta ampliamente aceptado que los adyuvantes favorecen la

respuesta inmunitaria al antigeno mediante diferentes procesos. Algunos de ellos son:
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A) La liberacion lenta del antigeno: estimula y desarrolla una respuesta inmunitaria mas
persistente y eficaz (Freund et al., 1956; Allison et al., 1986).

B) La atraccion de células mononucleares al punto de vacunacion dando lugar a la
formacion de un granuloma, provocando igualmente una proliferacion linfoide en los
linfonddulos que drenan la zona, favoreciendo asi la interaccion entre el antigeno y las
células presentadoras de antigenos (Zafra et al., 2012).

C) La activacién del complemento a través de la atraccion de los monocitos y su
posterior activacion, facilitando el deposito de antigenos a nivel de las células dendriticas
foliculares de los nddulos linfaticos regionales, las cuales presentan receptores para factores
del sistema del complemento, como lo hace el hidroxido de aluminio (Al(OH)s) (Rimaniol
et al., 2007).

D) El efecto directo sobre los macréfagos, LT o LB. Por ejemplo, la liberacion de I1L-1
por parte de cultivos de macrofagos in vitro (Golden et al., 2010).

E) La estimulacion de receptores TLR u otros receptores de la inmunidad innata o bien
la generacion de citdlisis con liberacion de moléculas enddgenas (DAMP, del inglés:
Danger-Associated Molecular Patterns) que también se unen a estos receptores y activan
las CPAs (Batista-Duharte et al., 2014).

Entre los adyuvantes més frecuentemente utilizados para la formulacion de vacunas contra
helmintos se pueden mencionar: el adyuvante de Freund completo (AFC), adyuvante de
Freund incompleto (AFI), Al(OH)s (Bomford et al., 1989), adyuvante RIBI, adyuvantes del
tipo de saponinas (Quil A) y Montanide ISA 70, entre otros (Golden et al., 2010).

ASPECTOS GENERALES EN INMUNOPROFILAXIS CONTRA LA
FASCIOLOSIS

El desarrollo de vacunas preventivas es un area de interés creciente. Como ya se menciono
previamente, los distintos intentos de desarrollo han tenido resultados muy dispares (Espino
et al., 2010). Las vacunas irradiadas atenuadas han sido una de las estrategias que se han
empleado contra la fasciolosis. La proteccién inducida con estas vacunas tuvo éxito en
bovinos, aunque los resultados fueron variables segun el protocolo de inmunizacion
empleado. En efecto, los niveles de proteccion oscilaron entre el 30 y el 85,5% de reduccion
en la carga parasitaria (Dargie et al., 1974; Nansen et al., 1975; Acosta et al., 1989). Sin
embargo, en ratas, ratones, conejos y ovinos generalmente no han tenido éxito (Dawes et al.,
1964; Boray et al., 1967; Dargie et al., 1974; Harness et al., 1976, Campbell et al., 1978;
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Hughes et al., 1981). En el ganado ovino se han ensayado vacunas contra F. gigantica y S.
mattheei utilizando metacercarias irradiadas. Estas han reducido la carga parasitaria en un
80% y 56-78%, respectivamente, (A’Gadir et al., 1987; Taylor et al., 2000) pero intentos
similares contra F. hepatica no han tenido éxito (Boray et al., 1967; Dargie et al., 1974;
Campbell et al., 1978; Creaney et al., 1995; Zafra et al., 2012).

Actualmente, el empleo de vacunas de ADN plasmidico es una alternativa atractiva tanto
para la inmunizacion como para la terapia génica contra muchos procesos infecciosos (Lara
y Ramirez, 2012). Este tipo de vectores contienen elementos para su replicacion en el
hospedero y la secuencia del gen que codifica para la proteina antigénica de interés. Estas
vacunas funcionan como un sistema de transporte para el gen, resultando en la produccion
in situ del antigeno de interés (Mota Sanchez, 2009). Esta estrategia ha sido evaluada en la
proteccidn contra F. hepatica en roedores (Jayaray et al., 2012) y en ovinos (Wesotowska et
al., 2016) con resultados alentadores.

Otras vacunas utilizadas son las basadas en componentes subcelulares del agente infeccioso.
La proteina GST de F. hepatica fue seleccionada como inmundgeno teniendo en cuenta que
las GSTs homologas de S. mansoni (Sm28) y de S. japonicum (Sj26) confirieron proteccién
contra la infestaciébn con metacercarias en animales de laboratorio (ratones y conejos)
(Smooker et al., 1999).

El primer ensayo de vacunacion en ratas con la proteina GST formulada en (AFC) no
confirid proteccion significativa. Por el contrario, ovinos vacunados con la GST nativa
emulsionada en AFC, mostraron una reduccion de la carga parasitaria del 57%, siendo ésta
la primera vacuna experimental que utiliz6 GST como antigeno vacunal. En los afios 90
varios investigadores realizaron distintos ensayos que involucraron el empleo de GST con
el objetivo de desarrollar una vacuna eficaz pero no fue posible reproducir una respuesta
protectora a pesar que se emple6 el mismo protocolo de inmunizacion. Mas recientemente,
De Bont et al., 2003 en el Institut Pasteur de Lille inmunizaron con GST recombinante de S.
bovis en bovinos, utilizando Al (OH)3, Quil A, o AFC como adyuvantes, sin embargo,
ninguna de las formulaciones utilizadas confiri6 proteccion contra F. hepatica. Por otro lado,
se han llevado a cabo ensayos de vacunacion utilizando una FhGST de la clase sigma
recombinante (FRGST-S1r) en cabras los cuales mostraron una reduccion poco significativa
en el nimero de parasitos recuperados de higado y menor dafio hepatico asociado a la fuerte

infiltracion de eosindfilos alrededor de los parasitos migrantes (Zafra et al., 2012).
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OBJETIVO GENERAL
Evaluar el rol de determinadas enzimas de fase Il de detoxificacion en la resistenciaal TCBZ
y evaluar la inmunogenicidad y proteccién conferida por la rFhGSTMu contra F. hepatica

en el modelo murino.

Los objetivos especificos de la presente Tesis son:

Determinar en F. hepatica las actividades metabdlicas detoxificantes de la enzima GST y
sus isoenzimas GST Pi y Mu, Glutation Peroxidasa, Glutation Reductasa y Nitrofenilacetato

esterasa.

Realizar estudios moleculares y genéticos de la isoenzima GST Mu en cepas de F. hepatica

susceptibles y resistentes a TCBZ.

. Analizar la respuesta inmunitaria humoral y celular y la proteccién conferida por rFhGSTMu

formulada en distintos adyuvantes en el modelo murino.

Evaluar el rol de los anticuerpos en la proteccién contra F. hepatica.
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DISENO EXPERIMENTAL: MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describe en forma general la metodologia analitica utilizada en el desarrollo de
la presente Tesis Doctoral con los materiales y métodos especificos utilizados en los diferentes

experimentos que la integran.

1- ESTUDIOS BIOQUIMICOS Y GENETICOS DE LA ISOENZIMA GST MU EN CEPAS
DE F. HEPATICA SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES A TCBZ

A) Obtencién de F. hepatica: Se utilizaron F. hepatica adultas provenientes de aislamientos
salvajes susceptibles y resistentes a farmacos. Las fasciolas adultas fueron extraidas del conducto
biliar previa apertura de la cavidad abdominal, lavadas en solucion fisiolégica a 37-38°C y
sumergidas en buffer Fosfato de Sodio (BF) (0,01 M, pH 7,4) en un recipiente térmico.
Posteriormente, fueron transportadas al laboratorio.

B) Obtencidn de proteinas citosolicas y microsomas: Los adultos de F. hepatica de cada
aislamiento se homogeneizaron a 4 °C en BF (1:1). El homogenato fue centrifugado a 10.000 rpm
durante 20 min. a 4°C. El sobrenadante (SN) obtenido fue ultracentrifugado a 100000 rpm, 1 h. a
4°C. El sobrenadante (SN) obtenido (citosol) y el pellet (microsoma) se conservaron a -80°C hasta

su utilizacién.

C) Determinacion de la actividad metabdlica: Todas las determinaciones enzimaticas se
realizaron incubando las fracciones subcelulares (microsomas y/o citosoles) en anaerobiosis bajo
condiciones que resultaran en tasas metabodlicas de orden 0 con respecto a la concentracion del
sustrato y del cofactor empleado.

La actividad citosolica de GST total se determind mediante el uso de 1-cloro, 2,4-
dinitrobenceno (CDNB) como sustrato, para la actividad de GST Pi el sustrato el acido etacrinico
y para el analisis de la actividad GST Mu el sustrato 3,4-diclorobenceno. Todos los analisis fueron
supervisados por el método espectrofotométrico continuo descripto por Habig et al. (1974).

La actividad nitrofenilacetato esterasa se determino segun el método descripto por Nousianen
et al. (1984). La actividad de Glutation Peroxidasa y de Glutation Reductasa se realizo segun las

metodologias descriptas por Nebbia (1993) y Andresen et al. (1997), respectivamente.
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D) Andlisis del gen para GST Mu

- Recoleccion de los parasitos

Para la obtencion de ejemplares adultos de F. hepatica, se infectaron oralmente seis ovinos de la raza
Corriedale con 200 metacercarias de la cepa susceptible (Cullomptom) o resistente (Sligo) a TCBZ
(n=3 animales/grupo). Luego de 16 semanas, los animales fueron sacrificados y los ejemplares fueron
recolectados del higado y conductos biliares y fueron transferidos a RNAlater®, (Applied
Biosystems, Brunn am Gebirge, Austria) para la posterior extraccion del ARN.

Extraccion y retrotranscripcion del ARN total a cADN

La extraccion de ARN se realizd con Trizol utilizando el protocolo del fabricante (Applied
Biosystems, Brunn am Gebirge, Austria). La retrotranscripcion fue realizada usando el kit
superscript 11l RNAase® (Applied Biosystems, Brunn am Gebirge, Austria). EI cCADN obtenido fue
conservado a -20°.

Amplificacion del cDNA por PCR

El cADN proveniente de cada cepa fue utilizado como templado para la amplificacién por PCR. Los
primers utilizados fueron obtenidos de la bibliografia: FgGST-F (50-ATG CCA GCCAAA CTC
GGA TAC-30) y FgGST-R (50-TCA AGC CGG TGC AGC GTCTC-30) (Jedeppa et al., 2010). La
amplificacion fue realizada con 20 mM dNTPs (2 ul), 25 mM MgCl (2 ul) y 500 U de la enzima Taq
DNA polimerasa (2,5 ul) (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) y 10 ng/ ul de cDNA
(2 mL). La reaccion consistio en una desnaturalizacion a 94°C (1 min) seguida por 45 seg a 52°C
(annealing) y elongacion a 72°C (1 min). Dicho proceso se realiz6 en 35 ciclos. Los oligonucle6tidos
usados correspondieron a una region conservada del gen de la isoenzima GST Mu los cuales
amplificaron un fragmento de 657 pb. Los oligonucle6tidos fueron analizados con el software Oligo
Tech y el DNAstar. EI amplicon total (n=15) fue clonado usando el kit para secuenciaciéon TOPO®
TA Cloning kit (Invitrogen, Vienna, Austria) y el DNA recombinante proveniente de los clones
individuales fue preparado con (PeqGold) Plasmid Miniprep Kit Il; PeqLab, Erlangen, Germany) y

secuenciado en (Macrogen, Korea).

E- Evaluacién de la pureza y de la actividad enzimatica de rFhnGSTMu

La proteina rFhGSTMu fue sintetizada, expresada y purificada en Genscript (Korea). Ya en el
laboratorio se determind la concentracion de mediante la técnica de Bradford con Albumina Sérica
Bovina (BSA) como estandar. Posteriormente la proteina rFhGSTMu se evalud
electroforeticamente en SDS-PAGE. El andlisis de actividad enzimatica se realizo por el método

espectrofotométrico continuo descripto por Habig et al. (1974).
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F- Andlisis de los datos

El analisis de las secuencias fue realizado utilizando el programa BLAST y Clustal 2.1. La
informacién obtenida de la secuenciacion de péptidos se llevé a cabo con el Expansy Translate tool
y comparada con secuencias en el GenBank, usando el BLASTp. A partir de la secuencia de
amino&cidos se analiz6 el dominio investigado, familias y sitios funcionales a través de la herramienta

Prosite.

2- ENSAYOS PARA EVALUAR INMUNOGENICIDAD Y LA PROTECCION EN EL
MODELO MURINO

A) Seleccidn de las metacercarias para la infestacion

En los diferentes ensayos utilizaron metacercarias (MCs) prevenientes de diferentes aislamientos,
a) Susceptibles a TCBZ denominada “Cenapa Su” de México, b) Resistente a TCBZ de un
aislamiento a campo “Cajamarca” de Peru y c) aislamiento resistente a ABZ y susceptible a TCBZ
CEDIVE (Sanabria R et al., 2013).

La seleccion de las MCs se llevo a cabo empleando el mismo criterio para los diferentes ensayos.
Fueron utilizadas solo aquellas que presentaban los primordios del intestino visibles utilizando un
microscopio marca Leica WILD M3C (aumento 40X). Las MCs seleccionadas se colocaron en

100 pl de agua para la posterior infestacion de los animales.

B) Puesta a punto de la infestacion en el modelo murino

Para la puesta a punto de la infeccidn se utilizaron ratones Balb/c hembras de 8-10 semanas de
edad (n=30). Estos permanecieron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias Veterinarias,
U.N.C.P.B.A,, recibiendo agua y alimentacion ad libitum, bajo las normas de cuidado y bienestar
establecidas por la Comision de Bioética y Bioseguridad de la Facultad. Los mismos fueron
distribuidos al azar en 5 grupos experimentales (n=6) y fueron inoculados el dia 0 por la via oral
con una sonda orogastrica con:

Grupo A: 2 MCs

Grupo B: 4 MCs

Grupo C: 6 MCs

Grupo D: 8 MCs

Grupo E: control sin infestar
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Este ensayo se realiz6 por duplicado, utilizando tanto el aislamiento “Cenapa Su” (susceptible a
TCBZ) como “Cajamarca” (resistente a TCBZ). Se evaluaron diferencias en la viabilidad de ambas

cepas Y la cantidad de MCs por raton que evolucionaran hasta obtener fasciolas adultas.

C) Puesta a punto de la extraccién de sangre por las vias submandibular e intracardiaca
En cada ensayo de infestacion se puso a punto la extraccion de sangre por la via submandibular
con agujas 21 G de inyeccion sin tapa y con tapa con un corte a 10 mm de la punta. Para la via

intracardiaca se utilizaron agujas 23 G.

D) Ensayo de inmunizacion

Se utilizaron ratones Balb/c hembras de 8-10 semanas de edad. Se evaluaron diferentes
adyuvantes. Los animales (n=70) fueron distribuidos al azar en 3 grupos de inmunizacién (n=20)
y un grupo control (n=10) como se detalla:

Grupo A: rFhGSTMu + AFI

Grupo B: rFhGSTMu + AI(OH)3

Grupo C: rFhGSTMu + Quil A.

Grupo D: control sin inmunizar

Los animales fueron inoculados cada 15 dias con 10 pg de rFhGSTMu formulada en los distintos
adyuvantes por via subcutanea (S.C.). Dos semanas después de la tercera inmunizacion, cada ratén
fue infestado con el nimero de MCs seleccionado previamente. Luego de 4 semanas cada raton
fue anestesiado con xilazina (5 mg) y ketamina (100 mg) por la via intraperitoneal. Se extrajo
sangre a blanco por puncion intracardiaca. Las cavidades abdominales fueron abiertas y lavadas
con NaCl al 0,85% para el recuento de fasciolas y toma de muestras de higados.

Este ensayo se realiz6 por duplicado de manera de evaluar la repetitividad de los resultados. La

mitad de los ratones de cada grupo se uso en el ensayo de inmunizacion pasiva.

En funcion de los resultados obtenidos, se realiz6 un tercer ensayo con la formulacion que confirid
la mejor proteccion utilizando el mismo protocolo de inmunizacion y desafio.
En este ensayo se duplico el nimero de animales por grupo para realizar el cultivo de esplenocitos

y determinacién de citoquinas in vitro.

42



Disefio Experimental: Materiales y Métodos

E) Ensayo de inmunizacién pasiva

Se realiz6 un ensayo de inmunizacion pasiva para evaluar el rol de los anticuerpos en la proteccion.
A las dos semanas de la Gltima inmunizacion se les extrajo sangre a blanco al 50 % de los ratones
de cada grupo de inmunizacion (ratones dadores) Treinta ratones de 6-8 semanas distribuidos en
3 grupos (n=10) (receptores) fueron inyectados por la via intraperitoneal con 0,1 ml de IgG
precipitada a partir de los sueros de los animales inmunizados (por grupo), siguiendo el protocolo
descripto por Margni (1996).

Dos semanas mas tarde los animales fueron desafiados como se indicO previamente con la
metodologia utilizada en el ensayo de inmunizacion activa. Cuatro semanas post-infestacion se
procedio a la recuperacion de las fasciolas y se determind el dafio hepatico como se describe a

continuacion.

F) Evaluacion de la proteccion conferida

a) Evaluacion del dafio hepatico
De acuerdo a lo descripto por Narin Preyavichyapugdee et al. (2008), se utilizd la siguiente
formula:
(A-B) /A*100

A: promedio de fasciolas del grupo control infestado sumado al nimero de ratones con lesion
hepética grave (fibrosis completa); B: promedio de fasciolas de cada grupo de inmunizacion
sumado al nimero de ratones con lesion hepatica grave.

Ademas, se tomaron muestras de los higados donde habia lesiones para su posterior analisis

histopatolégico.

b) Curva de supervivencia

Diariamente se observaron los ratones de los diferentes grupos experimentales y se registrd
el dia en que murieron.

Se compararon las curvas de supervivencia de los distintos grupos experimentales y se
evaluo las diferencias de valores de los pardmetros omega (tiempo méximo de vida) y las
diferencias en los parametros sigma (mortalidad y vitalidad) de acuerdo a lo descripto por
Piantanelli, (1994).
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c) Determinacion de enzimas hepaticas

El examen bioquimico sérico incluyd la determinacion de las enzimas hepaticas aspartato
aminotransferasa (AST), alanina aminotransferasa (ALT) y fosfatasa alcalina (FA). Se utilizé un
autoanalizador (HYCELL LISA 200, Hycell Co., New York, USA. Kits Laboratorio BioSystem
(Espafia). La férmula leucocitaria completa se determind a partir de muestras de sangre de cada
raton preparando un frotis que fue tefiido con Giemsa, y realizando el recuento de los distintos

tipos celulares a través del microscopio y de esta manera se evalué la formula leucocitaria.

d) Determinacion de dafio hepéatico mediante andlisis histopatoldgico

Las muestras de higado fueron sometidas al analisis histopatolégico. Para ello, los tejidos
hepaticos se fijaron en formol bufferado al 10%. Posteriormente, el tejido fue deshidratado en
soluciones de concentraciones crecientes de etanol, alcohol butilico e incluido en Paraplast (Celani
et al., 1984). Se realizaron cortes de 4 a 5um usando un micrétomo (RM 2125RT, Leica
Microsystems®, Germany). Los cortes se montaron en portaobjetos y se colorearon con la técnica

de coloracion de rutina (Hematoxilina y eosina) (Zafra Leva, 2007).

e) Evaluacion de la respuesta humoral

Los niveles de Ac 1gG y subisotipos IgG1 e 1gG2a especificos fueron evaluados mediante un
ensayo de ELISA indirecto contra rFhGSTMu.

Las placas de poliestireno de 96 pocillos (Nunc MaxiSorp™) se sensibilizaron con rFhGSTMu
(3pg/ml) en PBS incubando 100 pl/pocillo de dicha solucién toda la noche a 4°C. Luego se utilizo
una solucion de bloqueo (PBS con 3 % leche descremada y 0,05 % Tween 20) (200 pl/pocillo)
durante 2 h- a temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con PBS Tween 20 (0,05%).
Los sueros de diluyeron 1/20 en la solucion de bloqueo, se incubaron durante 1h a 37 °C y se
lavaron como se indic6 anteriormente. A continuacion, se agrego el anticuerpo anti-lgG de ratén
(SIGMA M9637) en una dilucién 1/2500 y se incubaron 1 h y 30 minutos a 37°C. Luego del
lavado, se agrego la solucién de revelado compuesta por tampoén citrato, acido 2,2'-azino-bis 3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) 52 mM y H20> 1,25 % fue agregada durante 15 min. La
reaccion colorimétrica se detuvo y se midio a densidad déptica (DO) a 405 nm en un lector Lab
Systems Multiskan MS.

Para la determinacion del isotipo IgG1 se utiliz6 como conjugado el anticuerpo anti-lgG1 de ratdn
(SIGMA M063178) diluido 1/1500 y 1/2500 para el isotipo 1gG2a (SIGMA M4434).
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H) Evaluacion de la respuesta celular in vitro
a) Cultivo de esplenocitos

Se determino la produccion de citoquinas luego de la estimulacion de esplenocitos. Para
Ilevar a cabo el cultivo de esplenocitos, los ratones fueron sacrificados por dislocacion cervical.
Se practic6 una incision para abrir la cavidad peritoneal a través del flanco izquierdo y se extrajo
el bazo con pinzas y tijeras en condiciones asépticas. EI mismo fue colocado en placa de Petri
estéril. Posteriormente, en el flujo laminar, se disgregaron las muestras de bazo y se agregé RPMI
sin antibioticos. La suspension se colocé en tubos de 15 ml y el volumen se llevo a 10 ml con
RPMI. Se centrifugd a 4° C a 3000 rpm durante 15 minutos (Sorvall RC3). Luego se elimino el

SNy el pellet se lavé con RPMI se homogeneizé y se centrifugd nuevamente.

b) Recuento de células viables

Para determinar el nimero de células viables se utilizé el método de exclusion de Azul de
Tripan. Los glébulos rojos se lisaron con acido acético al 3% para el recuento en una proporcion:
10 pl de la suspension + 190 ul de acético (dilucion 1/20). Luego se tomaron 50 ul de la suspension
a contar y se agregaron 50 ul de solucién de Azul de Tripan (0,4% en PBS). Se cargaron 10 pl en
una camara de Neubauer y se determind el nimero de células viables al microscopio 6ptico con
objetivo 10X.

¢) Produccion de citoquinas in vitro

Se parti6 de la suspension obtenida en cada caso y se ajustd a 4 x 108 cél/ml. Las células se
suspendieron en 1 ml de medio de cultivo completo (RPMI al cual se le adicion6 10 % de suero
fetal bovino, suplementado con 100 U/ml de penicilina y 200 pg/ml de estreptomicina). Los
cultivos de esplenaocitos del bazo de raton se realizaron en placas de 24 pocillos en presencia de
rFhGSTMu (5 pg/ml), Con A (5 ug/ml) y RPMI solo, segun el caso descripto por Velikovsky
(2003). Se cultivaron a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO; por 48 h. Los sobrenadantes se

fraccionaron por duplicado y guardaron a -70°C hasta el momento del ensayo de citoquinas.

d) Determinacién de citoquinas por ELISA
La deteccion de IFN-y e IL-4 en los sobrenadantes de cultivo de los esplenocitos se realizo
empleando los ELISA de captura especificos para cada citoquina (OptEIA™, PharMingen, San

Diego, USA). El protocolo se realiz6 de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
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e) Andlisis estadistico

El ndmero de fasciolas por grupo es presentado en forma individual y como media + desvio
estandar (DE). Para evaluar las diferencias en la proteccion de la vacuna contra la infestacion
experimental con MCs de F. hepatica se sumaron las fasciolas/ lesiones totales de los animales en
los grupos. Los valores de las enzimas hepéticas se analizaron mediante la prueba de Dunnett.
Los niveles de Ac (IgG total, 1gG1 e IgG2a) y IFN-y e IL-4 son presentados como media + DE.
Se analizaron mediante la prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis unidireccional analisis de
varianza. Se utiliz6 el programa INFOSTAT 2008. Cualquier diferencia fue considerada
significativa para valores p< 0,05.

Los datos de la supervivencia de los distintos grupos se analizaron utilizando la prueba no
paramétrica de Kolgomorov-Smirnov. Cualquier diferencia fue considerada significativa para

valores p< 0,05.
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RESULTADOS

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en el desarrollo de la presente Tesis. Los

mismos han sido desglosados en seis secciones principales como se describe a continuacion:

1) [ESTUDIOS BIOQUIMICOS DE LAS PRINCIPALES ENZIMAS DE
DETOXIFICACION (FASE 2) EN CEPAS DE F. hepatica SUSCEPTIBLES Y
RESISTENTES A TCBZ

Se evaluo en la fraccion citosolica de F. hepatica, la actividad metabdlica de diferentes enzimas
de detoxificacién tales como GST (total y de sus isoenzimas Mu y Pi), GPx, GSR y CE (Enzima
fase 1), de aislamientos de F. hepatica TCBZ resistentes (cepas Sligo y Oberon) y TCBZ
susceptible (cepa Cullompton) a TCBZ.

1.a) La actividad total de la enzima GST en la fraccion citosolica (cGST) en el aislamiento Sligo
fue 1277 £ 32 nmol / min / mg de proteina, en el aislamiento Oberon 1216 + 16 nmol / min / mg
de proteina y en el aislamiento Cullompton 800 + 60 nmol / min / mg de proteina. Dichos valores
representan un significativo aumento (p<0,001) en la actividad metabdlica del 59 % (Sligo) y 52
% (Oberon) comparado al aislamiento TCBZ susceptible (Tabla 1).

1.b) Para las cepas TCBZ resistentes Sligo y Oberon, la isoenzima GST Mu expreso6 una actividad
metabdlica superiordel 71% y 86% respectivamente a la observada en el aislamiento Cullompton
susceptible a TCBZ (Tabla 1). Por el contrario, la isoenzima GST Pi, no presentd diferencias

significativas (p>0,05) en su actividad en los aislamientos evaluados (Tabla 2).

1.c) En cuanto a la actividad de GPx en el aislamiento Sligo fue 83 + 3.41 nmol / min / mg de
proteina y Oberon 81 £ 2,45 nmol / min / mg de proteina. Dichas actividades metabolicas fueron
significativamente maés altas (p<0,001) que las observadas en el aislamiento susceptible a TCBZ
(49 £ 2,58 nmol / min / mg de proteina) y representan un aumento en la actividad del 69% (Sligo)

y 65% (Oberon) con respecto al aislamiento TCBZ susceptible (Tabla 1).

1.d) Cuando se evalud la actividad metabdlica de GSH en los diferentes aislamientos analizados,

la capacidad detoxificativa fue significativamente mas alta (P <0,001) en los aislamientos Sligo en
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un 31 % (38 £ 2.07 nmol / min / mg de proteina) y Oberon en un 41% (41 + 1,25 nmol / min / mg
de proteina), comparada a la actividad en el aislamiento susceptible a TCBZ (29 £ 1.22 nmol / min
/ mg proteina) (Tabla 2)

1.e) Contrariamente a lo observado en el resto de las enzimas evaluadas, la actividad metabdlica
de la enzima CE no mostré diferencias significativas entre los tres aislamientos evaluados (Tabla
2).

Tabla 1. Actividad de diferentes enzimas detoxificativas

GST Total GPx GSR CE
Aislamientos  TCBZ  n1o1/Min/mg  nMol/Min/mg  nMol/Min/mg  uMol/Min/mg
Prot. Prot. Prot. Prot.
Cullompton  Sensible 800+60 49425 29+1,2 1,24+0,32
Oberon Resistente 1216+16 81+2,4 41+1,25 1,24+0,31
Sligo Resistente 1277+32 83+3,4 38+2,07 1,15+0,27
Tabla 2. Actividad de las isoenzimas GST Piy GST Mu
GST Pi GST Mu
Aislamientos TCBZ
nMol/Min/mg Prot. nMol/Min/mg Prot.
Cullompton Sensible 24,2+0,4 0,7+0,3
Oberon Resistente 22,8+0,5 1,28+0,2
Sligo Resistente 23,6£0,3 1,37+0,1
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2) ESTUDIOS GENETICOS DE LA ISOENZIMA GST MU EN CEPAS DE F. hepatica
SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES A TCBZ

2.a) Se identificd y caracterizd el gen GST Mu aislado de F. hepatica susceptibles y resistentes a
TCBZ. ElI ARN total se transcribié a cDNA por transcripcion reversa y se obtuvo el amplicon de
657 pb correspondiente al gen GST Mu (Figura 1). Con el analisis genético comparativo del gen
GST Mu entre la cepa susceptible (Cullompton) y la cepa resistente a TCBZ (Sligo) se detectaron
tres SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Figura 2). Cuando se analiz6 la proteina resultante,
se confirmo al menos un cambio de aminoacido en la posicion 143 en la isoenzima Mu de la cepa
TCBZ resistente (Figura 3).

Figura 1: Amplificacion por RT-PCR del gen GST Mu de F. hepatica susceptible
(Cullompton) y resistente (Sligo) a TCBZ

‘ 1 2 3 4 ‘

700 pb

Calles: Marcador de PM de ADN (calle 1), TCBZ-S, cepa Cullompton (calle 2), cepa Sligo (calle

3) y control negativo (calle 4).
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Figura 2: CLUSTAL 2.1 multiple alineamiento de secuencias del gen GST Mu de F. hepatica

susceptible (Cullompton) y resistente (Sligo) a TCBZ

GST Mu cepa Cullompton:
GSTMu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

TATGCCAGCCCAAACTCGGATACTGGAAAATAAGAGGG 38

TATGCCAGCCCAAACTCGGATACTGGAAAATAAGAGGG3S

TATGCCAGCCCAAACTCGGATACTGGAAAATAAGAGGG 38

TATGCCAGCCCAAACTCGGATACTGGAAAATAAGAGGG 38

khkhkhhrhkhkhkhkhkhkhrrrrhkhkhhkhkhrrrrirhkhhdhkhirrrriihthhhkhiiriiiixdx

CTCCAACAACCCGTTCGACTCTCAACAACCCGTTCGACT 78

CTCCAACAACCCGTTCGACTCTCAACAACCCGTTCGACT 78

CTCCAACAACCCGTTCGACTCTCAACAACCCGTTCGACT 78

CTCCAACAACCCGTTCGACTCTCAACAACCCGTTCGACT 78

FhhkhAhkhkhhkhkhkkihhkhkkhhkhkrhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkhkhhkikhhkhihkhihhkihiihiik

TGCTCGAATACCTGGGTGAAGAGTATGAAGAACATCT118

TGCTCGAATACCTGGGTGAAGAGTATGAAGAACATCT118

TGCTCGAATACCTGGGTGAAGAGTATGAAGAACATCT 118

TGCTCGAATACCTGGGTGAAGAGTATGAAGAACATCT118

khkhkhkhhhhhkhkhkhkkhkhkhkhhhhhkhkhkhkhhhhrrhhhhkhkhhhiihhhhxdkkhiiikx

GACGGTCGTGATGATAGGGAGAAATGGTTTGGCGATA1LS5

GACGGTCGTGATGATAGGGAGAAATGGTTTGGCGATA 155

GACGGTCGTGATGATAGGGAGAAATGGTTTGGCGATA 155

GACGGTCGTGATGATAGGGAGAAATGGTTTGGCGATA 155

khkkkhkkhhhhhkhkhkhkhkkhkhkhrrhhhkhhhkhkhkhihrhhhhhhkhkhihiiiihhdxhkhkhiiix
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GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA1L93

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA1L93

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 193

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 193

kkhkhkhhrhkhkhkhhkhkhhrrhrrhkhhhkhdhrrrrirhhdhdhkhkhrrrridiiddhhkhiiiix

CATTGTTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCA 233

CATTGTTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCA 233

CATTGTTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCA 233

CATTGTTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCA 233

FhAkAAAkAAAkAAAhkArAhkArhkhrhkhkrhkhrhkhrhhrhhirhhihhihikiiikiiiikx

ACTACATTGGCGATAAATTCAACATGGGATTGGATTTC 271

ACTACATTGGCGATAAATTCAACATGGGATTGGATTTC 271

ACTACATTGGCGATAAATTCAACATGGGATTGGATTTC 271

ACTACATTGGCGATAAATTCAACATGGGATTGGATTTC 271

khkhhhrhkhkhkhkhkhkhrrrhrrhkhkhhkhkhrrrrhhkhkhhkhkhiiriiihxixhhhiiiix

CAAATTTACCATACTACATTGAATGGTTTGGCGATAAA 310
CAAATTTACCATACTACATTTAATGGTTTGGCGATAAA 310

CAAATTTACCATACTACATTGAATGGTTTGGCGATAAA 310

CAAATTTACCATACTACATTTAATGGTTTGGCGATAAA 310

*hkhkkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkhhkkkihkhkihkikiiikh *khkhkkkhkkhkkkhkkhkkkhkhkhkkhkkikhkkhkikhkkikiikk

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 348

TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 348
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GST Mu cepa Cullompton: TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 348
GST Mu cepa Sligo: TTCAACATGGGATTGGATTTGCCAAATTTACCATACTA 348
e e e e e e e e e e e e ke ke ek ek ke ke ke ke ek ek ok
GST Mu cepa Cullompton: ACGATAAGTGCAAACTGACTCAGTCGGTGGCCATAAT 385
GST Mu cepa Sligo: ACGATAAGTGCAAACTGACTCAGTCGGTGGCCATAAT 385
GST Mu cepa Cullompton: ACGATAAGTGCAAACTGACTCAGTCGGTGGCCATAAT 385
GST Mu cepa Sligo: ACGATAAGTGCAAACTGACTCAGTCGGTGGCCATAAT 385
ke e e e e ek e ke ke ek ek ke ke ke ke ek ek ke ke ke ek ek ok
GST Mu cepa Cullompton: GAGATTATCTGAAAGAACTGCCAACAACGTTGAAGAT 425
GST Mu cepa Sligo: GAGATTATCTGAAAGAACTGCCAACAACGTTGAAGAT 425
GST Mu cepa Cullompton: GAGATTATCTGAAAGAACTGCCAACAACGTTGAAGAT 425

GST Mu cepa Sligo: GAGATTATCTGAAAGAACTGCCAACAACGTTGAAGAT 425

Fhhkhhkhkhkkhkkhkhkkhhkhkihkhkkrhkhihhkrhhkhhhkhhhkikhhkhkihkikihhkihikihikiikx

GST Mu cepa Cullompton: TTTGACAGGTTCTTCAGTTAGCCATGTGGACTTTATGGT 465
GST Mu cepa Sligo: TTTGACAGGTTGATCAGTTAGCCATGTGGACTTTATGGT 465
GST Mu cepa Cullompton: TTTGACAGGTTCTTCAGTTAGCCATGTGGACTTTATGGT 465

GST Mu cepa Sligo: TTTGACAGGTTGATCAGTTAGCCATGTGGACTTTATGGT 465

khkkhkhkhhhhkhkhkhkhkhkhihkr dhhkhkhkhkhhihrhhhhkhkhkhkhhirrhhihkhkhhiiiiix

GST Mu cepa Cullompton ACTGTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACT 504
GST Mu cepa Sligo: ACTGTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACT 504
GST Mu cepa Cullompton ACTGTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACT 504
GST Mu cepa Sligo: ACTGTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACT 504

*hhkkkhhkkkhhkhkkhkhhkkhhhkkhhhkkhkhhkkhkhkhkhkhhhkhhhkhhhkhhhkkhhhkkhkihkkhihkkiiikkik
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GST Mu cepa Cullompton GTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACTTTC 544

GST Mu cepa Sligo:

GTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACTTTC 544

GST Mu cepa Cullompton GTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACTTTC 544

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GST Mu cepa Cullompton:
GST Mu cepa Sligo:
GST Mu cepa Cullompton:

GST Mu cepa Sligo:

GTATTCGTTATTTGGCACCACAGTGTCTGGAGGACTTTC 544

B R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R AR R R AR AR R R R R R R R R R R A R R R R R R R R S

CCAAATTGAAGGAATTCAAGAGTCGTATTGAAGATCT 571
CCAAATTGAAGGAATTCAAGAGTCGTATTGAAGATCT 571
CCAAATTGAAGGAATTCAAGAGTCGTATTGAAGATCT 571
CCAAATTGAAGGAATTCAAGAGTCGTATTGAAGATCT 571
S s e e e e ek e e e e ek ek e e e ek ek e e ok
AGAGTCGTATTGAAGATCTTCCAAAAATCAAGGCATA 602
AGAGTCGTATTGAAGATCTTCCAAAAATCAAGGCATA 602
AGAGTCGTATTGAAGATCTTCCAAAAATCAAGGCATA 602
AGAGTCGTATTGAAGATCTTCCAAAAATCAAGGCATA 602
ke e e e e e ek ke ke ke ke ek ek ke ke ok ek ek ek ke ke ok ek ek ek ok
AGTGGCCTTTGAACTCGTGGATTGCTTC..................... 628
AGTGGCCTTTAAACTCGTGGATT. ... 623
AGTGGCCTTTGAACTCGTGGATTGCTTCTTTCGGTGGT 638

AGTGGCCTTTAAACTCGTGGATTGCTTCTTTCGGTGGT 638

*hhkhhkhkhkkhkhkhkhhkh khhkhhhhhhhhhkhhhkikihhkikihkikihkhkkihikihiihiiik

El color rojo indica los tres cambios de nucledtidos en la cepa resistente (Sligo).
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Figura 3: Alineacion de aminoéacidos de la isoenzima GST Mu de F. hepatica susceptible
(Cullompton) y resistente (Sligo) a TCBZ

GST Mu cepa Cullompton:

LGYWKIRGLQQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGRDDREKWFGDKFNMGLDLPNLPYYIDDK
CKLTQSVAIMRYIADKHGMLGSTPEERARISMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKFEEVKG
DYLKELPTTLKMWSDFLGDRHYLTGSTVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLEDFPKLKE
FKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSWIASFGGGDA

GST Mu cepa Sligo
CQPKLGYWKIRGLQQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGRDDREKWFGDKFNMGLDLPNLPY
YIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGMLGSTPEERARISMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKFE
EVKGDYLKELPTTLKMWSDFLGDRHYLTGSSVSHVDFMVYEALDCIRYLAPQCLEDFP
KLKEFKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSWIASFGGGDAD

GST Mu cepa Cullompton: LGYWKIRGLQQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGRDDREKWEFG 39
GST Mu cepa Sligo LGYWKIRGLQQPVRLLLEYLGEEYEEHLYGRDDREKWEFG 39
B
GST Mu cepa Cullompton: DKFNMGLDLPNLPYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGML 88
GST Mu cepa Sligo DKFNMGLDLPNLPYYIDDKCKLTQSVAIMRYIADKHGML 88
B S p i
GST Mu cepa Cullompton: ARISMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKFEEVKGDYLKELP.126
GST Mu cepa Sligo ARISMIEGAAMDLRMGFVRVCYNPKFEEVKGDYLKELP.126
Fhkkhhrkhkhkhkhhhhkhkhhrhhkhkhhrrhkhhrrhrxhkhhrrhkhkrrrrxrkrhrrrhdx
GST Mu cepa Cullompton: TLKMWSDFLGDRHYLT|[TVSHVDFMVYEALDCIRYLAP 163

GST Mu cepa Sligo TLKMWSDFLGDRHYLTSVSHVDFMVYEALDCIRYLAP...163
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k,hkkkhkhkkkhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkhkhkhkkhkihhkki kkhkhkkhkirhkkhihkkhkihhkhkkihkhkkihikkihikiik

GST Mu cepa Cullompton: QCLEDFPKLKEFKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSW..201
GST Mu cepa Sligo QCLEDFPKLKEFKSRIEDLPKIKAYMESEKFIKWPLNSW..201
*hkkhkkkhkkhkkkhkkhkkhkhkkhkhkhkkihhkhkkhhkkhikhkkihhkkihkhihkkihhkihkkhihihhkihiihkikx
GST Mu cepa Cullompton: IASFGGGDA 211
GST Mu cepa Sligo IASFGGGDAD 212
*kkhkkkkikkk
El color rojo indica el reemplazo de un aminoacido en la posicién 143 en la cepa resistente (Sligo).
2.b) Analisis de pureza y de actividad enzimatica de rFhGSTMu

La proteina rFhGSTMu fue sintetizada en Genscript (Korea) y analizada en nuestro laboratorio
para evaluar su pureza mediante la actividad enzimatica de la proteina, la cual fue de 10510 +32
nmol/min/mg proteina y mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes (SDS-PAGE) como se observa en la Imagen 1.

Imagen 1: Evaluacion de la pureza de rFhGSTMu mediante SDS-PAGE

25kDa

Calles: Marcador de PM de proteina (calle 1), 10 ug rFhGSTMu (calle 2).
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3) DESARROLLO DE UN MODELO MURINO EN FASCIOLOSIS

3.1) Puesta a punto de la infestacion en el modelo murino

Se realizaron dos ensayos en ratones Balb/c para evaluar la infestacion con dos aislamientos de F.
hepatica. El primer aislamiento utilizado fue una cepa susceptible a TCBZ de origen mexicano
(“Cenapa Su”) y el segundo aislamiento utilizado fue una cepa resistente a TCBZ de origen peruano
(Cajamarca), ambas disponibles en el laboratorio. Estas fueron evaluadas como potenciales cepas
para el desafio. Para esto se determind la cantidad dptima de metacercarias a inocular por animal

para la obtencidn de fasciolas.

Los ensayos con ambas cepas se repitieron en dos oportunidades para ver la reproducibilidad de
los resultados.

3.1.a) En el primer ensayo se inocularon metacercarias “Cenapa Su”. A los 40 dias post
infestacion, se recolectaron en total dos fasciolas de los ratones del grupo inoculado con 8

metacercarias (grupo D).

3.1.b) En el segundo ensayo se utilizé el aislamiento resistente de F. hepatica de Cajamarca. A los
40 dias post infestacion se registré la muerte de los ratones del grupo D. En este grupo se
recolectaron dos fasciolas por raton (en dos ratones) mientras que en los otros animales del grupo
se obtuvo una fasciola por ratén. El resto de los grupos se sacrificaron el dia 45 post infestacion.
En el grupo C se encontré que todos los ratones tenian lesidon hepética (fibrosis generalizada y
engrosamiento de vesicula biliar) y solo en dos ratones del grupo se recolecté una fasciola por
animal. Respecto de los grupos A y E, no se encontraron fasciolas ni lesion hepética. Por el
contrario, en los ratones del grupo B se encontr6 una pequefia lesion focal en el higado de cada

uno de los ratones.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidid infestar con 7 metacercarias del aislamiento de

Cajamarca para el desafio en los ensayos de proteccion.
3.2) Puesta a punto de la extraccion de sangre por las vias submandibular e intracardiaca

Dado que no se dispuso de las lancetas para la extraccion submandibular, se opté por utilizar agujas
para inyeccién como se observa en la Imagen 2. Se ensayaron dos métodos para la obtencién de
sangre, necesaria para analizar la respuesta humoral en los ensayos de inmunizacion activa y para
obtener la 1gG especifica para el ensayo de inmunizacion pasiva. Los ratones fueron distribuidos

al azar en 2 grupos experimentales (n=18).
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Los volimenes obtenidos mediante la extraccion de sangre por la via submandibular en el grupo
P1 (aguja sin tapa) con y sin anticoagulante, fueron mayores a los observados en el grupo P2 (aguja
con tapa) en cada uno de los tiempos de muestreo correspondientes a los dias 0 (D0), 11 (D11) y
22 (D22) (Grafico 1).

Los pesos corporales y los valores hematoldgicos y glucémicos se mantuvieron dentro de los
valores de referencia, por lo tanto, se infirié que cualquiera de los procedimientos permitié la

Optima recuperacion de los animales (Tabla 3).

Imagen 2: Agujas utilizadas en ratones para la extraccion de sangre por la via submandibular

E

Agujas 21 G sin tapa (1) y con tapa con un corte a 10 mm de la punta (2)
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Gréfico 1: Volumenes sanguineos finales recolectados de los ratones luego de la extraccion

de sangre por la via submandibular con aguja 21 G sin tapa (P1) y con tapa (corte a 10 mm
de la punta) (P2) los dias 0, 11y 22

16

14

1.2

[

0.8

0.6

0.4

0,2

Volumen de la colecta de sangre por ml

oo

Do D11 D11 D22
Dias (D) de colecta de sangre

D22

P1
P2

Los valores se consideraron significativos con p<0,05 (*).
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Tabla 3: Datos hematoldgicos correspondientes a la extraccién de sangre por la via

submandibular con aguja 21G con y sin tapa los dias 0, 11y 22

Parametros GRUPO P1: AGUJA SIN GRUPO P2: AGUJA CON Referenci
evaluados TAPA TAPA a*

DO D11 D22 DO D11 D22

Hemoglobi | 13,7+0,6 | 15,2+0,8 | 12,8+0,4 | 13,6+0,4 | 14,4+0,5 | 13,2+0,3 | 12,-19,0
na g/dl

Hto % 46x7 47+5 25+4 44+5 44+5,7 3216 35,0- 55,0

Eritrocitos | 7.050.00 | 7.150.00 | 4.740.00 | 6890000 | 6.850.000 | 5010000 | 5500000-
/mm3 0 +5100 | 0 #4500 | 0 +4500 | +4800 +3950 + 4400 8500000

VCM fl 68+11 70+14 82+17 66+5 68+9 77+13 60,0-77,0

HbCM % | 19,6+0,9 | 19,7+#1,2 | 16,2+1,5 | 19,4+0,8 | 20,1+1,5 | 15,8+1,2 | 17,0-24,5

CHbCM 28+2 29+25 26+3 27+4,2 30+1,6 27+3 31,0-36,0
g/dl

Prot plasm 6+1,2 6,4+1 4,712 5,9+2,4 6,71 5+2 6,0-7,8
g/dl

Leucocitos 7200+ 9050+ 8700+ 6000+ 8700 * 7500+ 6000-
/mm3 1400 1800 1550 1300 2100 2800 15000

Neutrodfilos 792+ 2082+ 1218+ 1440+ 1827+ 1200+ 3000-

segm /mm3 600 1100 920 980 850 700 11000
Neutrofilos 11+6 23+11 14+5 24+12 2149 16+6 60,0-77,0
segm %

Neutréfilos 72+13 181+38 0 0 87+17 7514 0,0-300
en banda

/mm3
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Neutrofilos 1+1 2+1 0 0 1+0,5 1+0,4 0,0-3,0
en banda,
%
Linfocitos 6336+ 6787+ 7482+ 4560+ 6786+ 6225+ | 1500-5000
/mm3 640 590 710 520 550
660

Linfocitos 88+11 75+13 86+19 76+10 78+12 83+28 15,0-35,0
%
Plaquetas 392000+ | 430000+ | 400000+ | 401000+ | 444000+ | 441000+ | 150000-
/mm3 1150 500000

1200 1060 1300 2200 2000
Proteinas 2,97+0,2 | 6,2+0,2 | 4,5+0,5 | 4,03+0,3 | 6,4+0,5 4,7+0,7 2,5-4,4
totales g/dl
AlbUumina 5,6+1,7 | 35409 | 2,8+1,5 | 5,69+16| 3,6+2,1 3,2+2.4 5,4-7,8
g/dl

*Los valores de referencia corresponden a la bibliografia.

Para la extraccion de sangre por la via intracardiaca, los ratones fueron distribuidos al azar en 2

grupos experimentales (n=18). Se utilizaron agujas 21 G (n=9) y aguja 23 G (n=9), esta Ultima fue

la méas adecuada ya que permitié obtener los volimenes maximos de sangre en esta especie animal
(0,7-1 ml/ratén).
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4) EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD Y EFICACIA DE rFhGSTMu CON
DISTINTOS ADYUVANTES EN EL MODELO MURINO

Se utiliz6 rFhGSTMu formulada en los siguientes adyuvantes: AFI, AI(OH)zy Quil A. Se empleo
el protocolo descripto en Materiales y Métodos. Este ensayo se repitid dos veces para evaluar la

reproducibilidad de los resultados.
4.1) Evaluacién de la inmunogenicidad: respuesta humoral

La determinacion de anticuerpos IgG anti-rFhGSTMu séricos inducidos por las diferentes
estrategias de inmunizacion se realizé6 mediante ELISA indirecto desde el dia O hasta el final del

ensayo.

Se detectaron anticuerpos 1gG anti-rFhGSTMu en los ratones de todos los grupos inmunizados.
En el Grafico 2 se observa que la produccién de anticuerpos IgG séricos especificos aumentd tras
cada refuerzo a diferencia de lo observado en el grupo control (sin inmunizar) que mantuvo niveles
basales a lo largo del ensayo. Las diferencias fueron maximas y significativas (p<0,05) dos

semanas posteriores a la tercera inmunizacion.

La proteina rFhGSTMu adsorbida en AI(OH)z indujo los mejores titulos en los distintos tiempos
del ensayo. Si bien los niveles de anticuerpos no se elevaron post infestacion, en el momento del
sacrificio, los titulos de anticuerpos en los grupos inmunizados fueron superiores a los del grupo

control.
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Graéfico 2: Evolucién de los niveles de anticuerpos 1gG post administracion de rFhGSTMu

formulada con distintos adyuvantes
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Los niveles de Ac anti-rFhGSTMu especificos fueron determinados en ELISA indirecto y
expresados como valores de absorbancia £ DE. Los valores de las diferencias con respecto al

control se consideraron significativos con p < 0,05 (¥*)

Se analizaron los subisotipos IgG1 e 1gG2a para determinar el perfil de la respuesta (Th2 o Thi,
respectivamente). En el grupo inmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)s se observé una diferencia
significativa (p< 0,05) en los niveles de IgG1 respecto de IgG2a comparado a lo observado en el
grupo inmunizado con rFhGSTMu+ AFI y con rFhGSTMu+ Quil A. Ademas, los titulos de 1gG1
se mantuvieron elevados en el grupo inmunizado con rFhGSTMu+ AI(OH)z a lo largo del
muestreo, a diferencia de lo observado en los otros grupos. La proporciéon 1gG1:1gG2a en el
gruporFhGSTMu+ AI(OH)s fue de 2,16+0,4 mientras que en el grupo inmunizado con
rFhnGSTMu+ Quil A fue de 1,6+0,3 y en el grupo inmunizado con rFhGSTMu+ AFI fue de 1,5+0,3
(Graficos 3y 4).
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Gréfico 3: Niveles de Ac IgG1 post-inmunizacion con rFhGSTMu formulada en distintos

adyuvantes
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Los niveles de Ac especificos anti-rFhGSTMu fueron determinados en ELISA indirecto y fueron

expresados como valores de absorbancia + DE. Los valores de las diferencias con respecto al

control se consideraron significativos con p< 0,05 (*)

En contraste a lo observado con los anticuerpos 1gG1 especificos, el grupo rFhGSTMu+ Quil A

presento los titulos mas elevados de anticuerpos 1gG2a, mientras que los titulos mas bajos de este

isotipo fueron observados en los grupos inmunizados con rFhGSTMu+ AI(OH); o con

rFhGSTMu+ AFI (Gréfico 4).
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Gréfico 4: Niveles de Ac 1gG2a estimulados luego de la administracion de rFhGSTMu

formulada en distintos adyuvantes
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Los niveles de Ac especificos anti-rFhGSTMu fueron determinados en ELISA indirecto especifico
y fueron expresados como valores de absorbancia + DE. Los valores de las diferencias con respecto

al control se consideraron significativos con p< 0.05 (*).

En los dos ensayos realizados no se observaron diferencias en los niveles de anticuerpos 1gG, 1gG1

e 1gG2a para cada uno de los grupos de inmunizacion.

4.2) EVALUACION DE LA PROTECCION
4.2.a) Analisis de las enzimas hepaticas

Para evaluar el dafio hepatico, se determinaron los valores de tres enzimas hepaticasséricas: la
enzima Aspartato AminoTransferasa (AST 6 GOP), Alanina AminoTransferasa (ALT 6 GPT) y
Fosfatasa alcalina (FA). Los valores de las enzimas en el grupo inmunizado con rFhGSTMu+
Al(OH)3 fueron significativamente mas bajos (p<0,05) que los registrados en los otros grupos
(Tablag).
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Tabla 4: Valores de enzimas hepéticas en los distintos grupos de inmunizacién

Valor de
Determinaciéon rFhGSTMu+ rFhGSTMu+ rFhGSTMu+ Control )
o ) referencia
enzimatica AFI Al(OH)3 Quil A (Infestados) UIL
AST *576+69 *362+58 *611+77 *610+82 55-251
ALT *968+101 *250+27 *997+104 *974+95 28-184
FA *256+34 *251+33 *296+28 *283+40 28-94

Los valores de las enzimas hepaticas: Aspartato Amino Transferasa (AST), Alanina
AminoTransferasa (ALT) y Fosfatasa alcalina (FA), fueron determinados de acuerdo a lo descripto

en materiales y métodos.
* Diferencia significativa contra los valores de referencia (p<0,05)
4.2.b) Porcentaje en la reducciondel nimero de fasciolas en los ratones inmunizados

Luego del desafio, se evalud el nimero de fasciolas en los distintos grupos experimentales. La
formulacion rEhGSTMu+ Al(OH)z redujo significativamente el nimero de fasciolas y la presencia
de lesiones (90%) (p<0,05) respecto del grupo no vacunado. Por el contrario, en el resto de los
grupos inmunizados utilizando los otros adyuvantes no se observaron diferencias en el recuento
de fasciolas y en las lesiones hepaticas respecto del grupo control sin vacunar (0 a 10%) (p>0,05)
(Tabla 5).
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Tabla 5: Porcentaje de reduccion parasitaria establecido de acuerdo al recuento de fasciolas
y a la lesion hepética en los distintos grupos de inmunizacion

N° de
Recuperacion de
Grupos de N° de . P Media  ratones %
. fasciolas/ total de DE lesién  Reduccid
i ratones + con lesion educcion
Inmunizacion ratones -
hepatica
A: rFhGSTMu+ AFI 10 6/10 0,6+0,6 10 0%
B:rFhGSTMu+ Al(OH)3 10 1/10 0,1+0,3 1 90%
C:rFhGSTMu+ Quil A 10 5/10 0,540,5 10 0%
D:Control 10 7110 0,7£0,7 10 -

Se establecio el porcentaje de reduccion parasitaria por animal y por grupo determinando la media
+ DE.

Los valores fueron determinados de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.

En las dos repeticiones de este ensayo no se observaron diferencias en los resultados obtenidos.

5) EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD Y EFICACIA DE rFhGSTMu + Al (OH)3
EN EL MODELO MURINO

Se realiz6 un altimo ensayo con la formulacion que confirié la proteccion mas significativa:
rFhGSTMu+ Al (OH)s (Grupo E). Se incluyeron tres des grupos, uno inmunizado con la proteina
(Grupo F), otro con el adyuvante (Grupo G) y un grupo control sin inmunizar (Grupo H). Se
evaluaron los parametros evaluados en los ensayos anteriores ademas de otros adicionales que se
detallan a continuacion. El ensayo se repitio para evaluar la reproducibilidad de los resultados y
se decidié infestar con 7 metacercarias del aislamiento denominado CEDIVE (susceptible a
Triclabendazole y resistente al Albendazole) de Chascomus, Argentina para el desafio en los

ensayos de proteccion (gentilmente cedidas por el Dr. Rodrigo Sanabria).
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5.a) Valores de la enzima hepéatica GPT y formula leucocitaria pre y post infestacion en todos

los grupos experimentales

Los resultados se muestran en las Tablas 6, 7 y 8. Previo a la infestacién todos los resultados de
los valores de la enzima hepatica GPT y férmula leucocitaria obtenidos en los grupos

experimentales estuvieron dentro de los valores de referencia.

A los 4 dias postinfestacion, los valores de los grupos experimentales inmunizados con
rFhGSTMu, con el adyuvante Al(OH)zy el grupo sin inmunizar presentaron valores de GPT que
superaron a los valores de referencia establecidos por la bibliografia excepto en el grupo
inmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)s. Esta misma tendencia se observo a los 14 dias posteriores
a la infestacion. En ese tiempo, el grupo inmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)3 present6 valores
de GPT que estuvieron dentro de los valores de referencia. Por el contrario, el resto de los grupos
mostrd valores tres veces por encima de los valores de referencia, relacionado con la presencia de

lesion hepética.

En referencia a la formula leucocitaria, en todos los grupos de inmunizacién se observé a los 4
dias post infestacion un aumento de linfocitos, monocitos, basofilos y eosinofilos superando los
valores maximos de referencia. Sin embargo, a los 14 dias post infestacion en todos los grupos de
inmunizacion, excepto en el vacunado con rFhGSTMu+ AI(OH)z se observé un aumento de los

monocitos, eosinofilos y basofilos dos veces superiores a los valores de referencia.
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Tabla 6: Valores de la enzima hepatica GPT y de la férmula leucocitaria pre infestacion

Valor de
Parametros rEnGSTM+ _
rFhGSTMu Al(OH)3 PBS referencia
evaluados Al(OH)3
u/L
GPT 182+25 81 +12 117428 168 +21 28-184
Neutrofilos
68+7% 63+3% 62+6% 55+7% 60-77%
segmentados
Neutroéfilos en
2+0,5% 3+1 2+1% 1+0,5% 0-3%
banda
Linfocitos 28+7% 25+9% 30+6% 24+7% 15-35%
Monaocitos 5+2 612 3+1 5+1 2-1%
Eosinofilos 4+1 2+1 2+1 612 2-1%
Basofilos 0 0 0 0 0-1%

Los valores de GPT y de férmula leucocitaria se determinaron de acuerdo a lo descripto en

materiales y métodos.
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Tabla 7: Valores de la enzima hepatica GPT y de la formula leucocitaria dia 4 post

infestacion
) Valor de
Parametros rFnGSTM+ _
rFhGSTMu Al(OH)3 PBS referencia
evaluados Al(OH)s3
uU/L
GPT 187 £15 104 6 226+18 218 £11 28-184
Neutrofilos
51+7% 57+3% 40+6% 48+7% 60-77%
segmentados
Neutrdfilos en
1+0,5% 3+1 3+1% 1+0,5% 0-3%
banda
Linfocitos 39+5% 44+7% 36+6% 34+8% 15-35%
Monocitos 6+1% 7+2% 6+2% 8+3% 2-1%
Eosindfilos 8+2% 9+3% 10+£3% 8+1% 2-1%
Basofilos 1+0,5% 2+1% 2+1% 2+0,5% 0-1%

Los valores de GPT y de formula leucocitaria se determinaron de acuerdo a lo descripto en

Materiales y Métodos.
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Tabla 8: Valores de la enzima hepatica GPT y de la formula leucocitaria dia 14 post

infestacion
) Valor de
Parametros rFnGSTM+ _
rFhGSTMu Al(OH)3 PBS referencia
evaluados Al(OH)s3
uU/L
GPT 605+35 175 £36 756+48 688 +41 28-184
Neutrofilos
51+7% 57+3% 40+6% 48+7% 60-70%
segmentados
Neutrdfilos en
24+0,5% 3+1% 2+1% 1+0,5% 0-3%
banda
Linfocitos 71+12% 78+10% 80+17% 66+13% 15-35%
Monocitos 8+2% 6+1% 9+2% 7+2% 2-1%
Eosindfilos 12+3% 6+1% 11+3% 15+4% 2-1%
Basofilos 4+1% 1+0,5% 3+1% 5+1% 0-1%

Los valores de GPT y de formula leucocitaria se determinaron de acuerdo a lo descripto en

Materiales y Métodos.

5.b) Porcentaje de reduccion en el nimero de fasciolas en los ratones inmunizados

Luego del desafio, se evalu6 el nimero de fasciolas juveniles en los distintos grupos
experimentales. La formulacion rFhGSTMu+ AI(OH)s redujo significativamente el nimero de
fasciolas y la presencia de lesiones (75%) (p<0,05) con respecto al grupo no vacunado. Por el
contrario, en el resto de los grupos inmunizados no se observaron diferencias en el recuento de
fasciolas y en las lesiones hepaticas con respecto al grupo control sin vacunar (0 a 12,5%) (p>0,05)
(Tabla 9).
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Tabla 9: Porcentaje de reduccion parasitaria establecido de acuerdo al recuento de fasciolas

y a la lesion hepética en los distintos grupos de inmunizacion

N° de
Recuperacion de ]
Grupos de N° de ) Media ratones %
] o fasciolas/ total ) ]
inmunizacion ratones +DE con lesion  Reduccion
de ratones .
hepatica
E:rFhGSTMu+AI(OH)s3 10 3/10 0,310,3 3 70%
F:rFhGSTMu 10 3/10 0,31£0,3 7 30%
G:Al(OH)3 10 4/10 0,4+0,4 10 0%
H:PBS 10 6/10 0,6+0,6 10 0%

Se establecio el porcentaje de reduccion parasitaria por animal y por grupo determinando la media
+ DE.

Los valores fueron determinados de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.

5.c) Curva de supervivencia

A partir de los 19 dias post infestacion, los animales de los grupos experimentales F, G y H
comenzaron a morir. La supervivencia de los animales fue significativamente mayor (p<0,05) en
el grupo E inmunizado con rFhGSTMu+ AI(OH)s, en el cual 7 ratones sobrevivieron hasta el final
del ensayo y no presentaron en la necropsia lesiones en higado. Estas diferencias fueron
significativas (p<0,05) respecto de los otros grupos.
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Graéfico 5: Curva de supervivencia
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Los valores fueron determinados de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
5.d) Evaluacion de la produccién de IFN-y e IL-4 in vitro

Se realizo el cultivo de esplenocitos in vitro para evaluar la produccién de IFN-y e IL-4 en los
cuatro grupos experimentales como indicadores del perfil de la respuesta inmunitaria (Th1 o Th2,

respectivamente).

En los diferentes grupos de inmunizacion se detectaron niveles significativos de IFN-y e IL-4
(Gréficos 6y 7).

En el Gréfico 6 se observa que la inmunizacién con rFhGSTMu y con rFhGSTMu+ Al(OH)3
indujo a la produccion de IFN-y; sin embargo, la produccion de IFN-y fue muy baja en los grupos

restantes.

En el Gréfico 7 se puede observar que la inmunizacion con rFhGSTMu y con rFhGSTMu+ Al

(OH)z indujo la produccion de IL-4 y la produccion de IL-4 es muy baja en los grupos restantes.

Cuando se compara la produccién de ambas citoquinas se observé que en el grupo inmunizado
con rFhGSTMu+ AI(OH)z3 la expresion de IFN-y fue baja y la IL-4 alta, lo que indica que la
respuesta permanece polarizada hacia una respuesta tipo Th2.
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Gréfico 6: Produccion de IFN-y en los distintos grupos de inmunizacion
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Produccion de IFN-y en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos estimulados con rTFhGSTMu,
Con Ay RPML.

La determinacion de IFN-y se realizd6 con un ELISA de captura a partir del sobrenadante

recolectado a las 48 h. Cada valor representa el promedio + DE por grupo.

*Diferencia significativa para el mismo estimulo contra el grupo control no inmunizado (p<0,05)
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Gréfico 7: Produccion de IL-4 en los distintos grupos de inmunizacion
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Produccién de IFN-y en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos estimulados con rTFhGSTMu,
Con Ay RPMI.

La determinacion de I1L-4 se realizé con un ELISA de captura a partir del sobrenadante recolectado

a las 48 h. Cada valor representa el promedio + DE por grupo.

*Diferencia significativa para el mismo estimulo contra el grupo control no inmunizado (p<0,05)

5.e.1) Imagenes macroscopicas de los higados de ratones con lesion

A fin de determinar la infestacion por las metacercarias de F. hepatica se evalu6 el dafio en los
higados de los ratones con lesion macroscopica. Los higados de los animales del grupo E (con
rFhGSTMu+ AI(OH)3) no presentaron alteraciones macroscopicas, siendo friable al corte y de

textura y color homogéneo (imagen de higado normal) como se observa en la Imagen 3.

Los animales de los otros grupos presentaron lesiones con diferente grado de gravedad. Los
higados de los ratones de grupo inmunizado s6lo con rFhGSTMu (Imagen 4) presentaron lesiones
severas con una perihepatitis fibrosa con trayectos tortuosos blanquecinos sobre el 16bulo derecho.
En el grupo inmunizado de ratones inmunizados con el adyuvante Al(OH)s, los trayectos tortuosos
se encontraron distribuidos en forma uniforme en la superficie (Imagen 5) con un aspecto similar

al observado en los ratones sin inmunizar (Imagen 6).
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Imagen 3: Aspecto macroscépico observado en los higados de los animales inmunizados con
rFhGSTMu+ AI(OH)s3

Higado de un raton inmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)s sin alteraciones macroscopicas.

Imagen 4: Aspecto macroscopico de las lesiones observadas en los higados de los animales

inmunizados con rFhGSTMu

Higado de ratdn inyectado con rFhGSTMu que muestra trayectos tortuosos blanquecinos sobre el
I6bulo derecho.
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Imagen 5: Aspecto macroscopico de las lesiones observadas en los higados de los animales

inmunizados con Al(OH)s

Higado de raton inyectado con AI(OH); que muestra trayectos tortuosos blanquecinos

uniformemente distribuidos en toda la superficie.

Imagen 6: Aspecto macroscopico de las lesiones observadas en los higados de los animales

sin inmunizar

Higado de raton control (sin inmunizar) que muestra trayectos tortuosos blanquecinos en toda la

superficie de manera uniforme.
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5.e.2) Analisis histopatologico de los higados de ratones con lesion

A fin de evaluar la proteccion parasitaria se analizo el dafio histopatoldgico en los higados de los
ratones con lesion macroscopica de los distintos grupos.

A continuacion, se describen las imagenes que corresponden a dos ratones del grupo inmunizado
con rFhGSTMu (Iméagenes 7 y 8), un ratdn del grupo inmunizado con el adyuvante Al(OH)3
(Imagen 9) y dos ratones infestados sin inmunizar (Imagenes 10 y 11), que presentaban lesiones

hepéticas macroscopicas en la necropsia.

En las Imégenes 7 y 8 se observa que el parénquima hepatico se encuentra afectado con areas de
necrosis coagulativa. En las areas periféricas se observa un infiltrado abundante de linfocitos,
macrofagos y neutrdfilos mezclados con una cantidad moderada de sangre. En los espacios porta
hay proliferacion de conductos biliares y el tejido conectivo esta infiltrado por células

inflamatorias.

En las Iméagenes 9, 10 y 11 se encontraron fasciolas juveniles con un tamafio de 4 milimetros de
largo por 1,5 milimetros de ancho, con numerosos eosinéfilos alrededor. En la Imagen 7 se
observa que en el parénquima hepaético las areas de necrosis mantienen la arquitectura y presentan
hepatocitos agrandados con el citoplasma hipereosinofilico y frecuentemente con mineralizacion.
Los nucleos de los hepatocitos afectados estan picnoticos o fragmentados. Los parasitos poseen
un parénquima rodeado de un tegumento eosinofilico claro de aproximadamente 20 pum de espesor
y sin espiculas. El parénquima contiene intestino delgado, testiculos en la region central del
parasito, ovarios en la regién externa del parénquima y el Gtero de forma irregular en la porcion
caudal del parasito, el cual esta relleno por un material granular amarillo intenso como se observa
en la Imagen 9. También se observa una abundante cantidad de tejido de granulacion que rodea a
los parasitos en los hepatocitos y en los espacios porta. En otras secciones existen areas rellenas
de sangre (hemorragia) mezcladas con células inflamatorias y fibrina (Imagenes 8 y 10).

77



Resultados

Imagen 7: Lesiones microscopicas observadas en higado de raton del grupo inmunizado con
rFhnGSTMu

Descripcion: El parénquima hepético se encuentra afectado por areas de necrosis coagulativa. Las
areas periféricas se encuentran infiltradas por una cantidad abundante de linfocitos, macréfagos y
neutrofilos (20X) Referencias: CE (cuerpo eosinofilico), NC (necrosis coagulativa), CI (células

inflamatorias: macrofagos, linfocitos y neutrofilos).
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Imagen 8: Lesiones microscopicas observadas en higado de raton del grupo inmunizado con
rFhnGSTMu

Descripcion: El parénquima hepatico se encuentra afectado por areas de necrosis coagulativa. Las
areas periféricas se encuentran infiltradas por abundante cantidad de linfocitos, macrofagos y
neutréfilos viables. (4X). Referencias: NC (necrosis coagulativa), Cl (células inflamatorias:

macrofagos, linfocitos y neutrofilos).
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Imagen 9: Lesiones microscopicas y presencia de Fasciola hepatica observadas en higado de
raton del grupo inmunizado con el adyuvante Al(OH)s3

Descripcion: Localizacion de las diferentes estructuras de Fasciola hepatica. (4X). Referencias:
Teg. (tegumento), | (intestino), CV (células vitelinas), T (testiculos) y U (Gtero).
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Imagen 10: Lesiones microscépicas observadas en higado de raton del grupo no inmunizado

Descripcidn: Localizacion de las diferentes estructuras de Fasciola hepatica (10X) Referencias:

Teg. (tegumento), | (intestino), CV (células vitelinas), T (testiculos) y U (Gtero).
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Imagen 11: Lesiones microscépicas y presencia de Fasciola hepatica observadas en el higado

de un ratén del grupo no inmunizado

Localizacion de las diferentes estructuras de Fasciola hepatica (10X) Referencias: Teg.
(tegumento), CV(células vitelinas) y U (utero).
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6- ENSAYO DE INMUNIZACION PASIVA

Este ensayo se realizd para evaluar el rol de los anticuerpos en la proteccion. Se determinaron los
valores de las enzimas GOT, GPT, FA y el porcentaje de reduccion en el nimero de fasciolas en

los ratones inmunizados.

6.a) Analisis de las enzimas hepéticas

Se determinaron los valores de las tres enzimas hepaticas séricas: GOT, GPT y FA de acuerdo a
lo expresado en el punto 4. Los valores de las enzimas en el grupo inmunizado con rFhGSTMu+
Al (OH)s fueron significativamente (p<0,05) més bajos que los registrados en los otros grupos
(Tabla 10).

Tabla 10: Valores de enzimas hepaticas en los grupos de inmunizacion

Sy Valor de
Determinacion  phgsTMu+ rFhGSTMu+ rFhGSTMu+  Control _
_ referencia

enzimatica AFI Al(OH)s Quil A Infestados UIL
GOT *555+85 24932 *592+76 *593+77 55-251
GPT *883+101 207128 *841+106 *844+123 28-184
FA *231+38 106+22 *212+39 *256x+41 28-94

Los valores de las enzimas se determinaron de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
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6.b) Porcentaje de reduccion en el numero de fasciolas en los ratones inmunizados

Los resultados obtenidos luego de la inmunizacion pasiva se presentan en la Tabla 11. El grupo

inmunizado con inmunoglobulinas G del grupo donador vacunado con rFhGSTMu+ Al(OH)3

redujo significativamente el nimero de fasciolas y de lesion hepatica (70%) (p<0,05) respecto del

grupo no vacunado.

Tabla 11: Porcentaje de reduccion parasitaria establecido de acuerdo al recuento de fasciolas

y a la lesion hepatica en los distintos grupos de inmunizacion

Recuperacion N° de

_ L N° de de Media ratones %

Grupos de inmunizacion ) . _,
ratones  fasciolas/total +DE con lesion Reduccion
de ratones hepatica

A:rFhGSTMu+AFI 10 5/10 0,5+0,47 7 30%
B:rFhGSTMu+ AI(OH)3 10 3/10 0,3+0,45 3 70%
C:rFhGSTMu+ Quil A 10 5/10 0,5+0,9 9 10%
D:Control 10 9/10 0,9+0,56 10 -

Se establecio el porcentaje de reduccion parasitaria por animal y por grupo determinando la media

+ DE.

Los valores fueron determinados de acuerdo a lo descripto en Materiales y Métodos.
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DISCUSION

La fasciolosis es una enfermedad zoondtica causada por parasitos del género Fasciola, el cual esta
distribuido mundialmente y representado por dos especies: F. hepatica y F. gigantica, la primera
presenta menor tamafio respecto de la segunda y se encuentra en &reas templadas, la segunda en

zonas tropicales (Olaechea, 2004).

Se han desarrollado diferentes estrategias de control de la fasciolosis. Sin embargo, el control
quimico a través del uso de diferentes compuestos sigue constituyendo la principal herramienta en
la lucha contra este paréasito. Triclabendazole (TCBZ) es el antihelmintico mas empleado debido
a que el mismo presenta una elevada eficacia sobre estadios inmaduros y maduros de F. hepatica.
El uso indiscriminado de estos compuestos quimicos en diferentes regiones del mundo ha generado
una importante presion de seleccion, reportandose el desarrollo de cepas de F. hepatica resistentes a

la mayoria de los fasciolicidas, especialmente a TCBZ.

En general, los mecanismos involucrados en el desarrollo de resistencia antihelmintica son
principalmente el resultado de cambios conformacionales de la molécula blanco, y/o variaciones
en los mecanismos de captacion y eflujo de drogas y/o variaciones en su metabolismo ante un
xenobiotico (Ouellette, 2001). Recientemente se ha comenzado a avanzar en el entendimiento del
fendmeno de resistencia a ciertos antihelminticos benzimidazélicos a partir del aislamiento en F.
hepatica de una cepa resistente a TCBZ (TCBZ-R). La cepa Sligo, ha demostrado en estudios
realizados in vivo e in vitro ser TCBZ-R en adultos y juveniles (Coles y Stafford, 2001; Kerboeufb
et al., 2003). Aunque en el caso de otros helmintos la resistencia a ciertos BZDs se explica por la
sustitucion de tirosina por fenilalanina en la posicion 167 o0 200 de la B-tubulina del parasito (Kwa
et al., 1994; Fairweather et al., 2004), es posible que la resistencia a TCBZ manifestada por la
cepa Sligo (TCBZ-R) de F. hepatica sea generada por un mecanismo diferente, ya que al comparar
la secuencia de la B-tubulina de las fasciolas resistentes con aquellas TCBZ-S (cepa Cullompton)
la secuencia de aminoacidos en la posicién implicada es idéntica (Fairweather et al., 2007). La
entrada de TCBZ al interior del trematodo ocurre fundamentalmente por difusion via tegumento
mas que por ingestion oral (Alvarez et al., 2006). Hoy se sabe que dicha difusion es
significativamente menor en la cepa Sligo (TCBZ-R) que en la cepa Cullompton (TCBZ-S)
(Alvarez et al., 2005, 2006). Interesantemente esto no se manifiesta para todos los BZDs ya que
la captacion de ABZ y/o sus metabolitos no manifiesta diferencias entre ambas cepas (Alvarez et

al., 2006) sugiriendo que en el caso de la captacion de TCBZ podrian estar involucradas las
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bombas de eflujo (v.g. pg-P). La sobreexpresion de la pg-P ya se ha relacionado a fendbmenos de
resistencia antihelmintica en otras especies de parasitos (Kerboeufb et al., 2003; Fairweather et
al., 2004) y ya se ha demostrado su probable reversion co-incubando con inhibidores de dicha via
(Ivermectina) (Alvarez al., 2006). En contraste, mientras la Ivermectina no impacta en la captacion
de ABZ, la co-incubacion con Verapamilo (inhibidor pg-P) conduce a severas rupturas del
tegumento en TCBZ-R comparables a las obtenidas en cepas TCBZ-S expuestas a TCBZ.SO (Stitt
y Fairweather, 1992). Los resultados obtenidos a la fecha siguen siendo inconclusos afianzandose
el mayor involucramiento de la probable manifestacion de resistencia a los BZDs dado por el
metabolismo exacerbado en la sulfoxidacién de TCBZ a sus metabolitos sulféxido y sulfona
(TCBZ.SO y TCBZ.S02) (Alvarez et al., 2005; Robinson et al., 2004). Con el uso de inhibidores
metabolicos se ha demostrado que el sistema FMO es la principal via de metabolizacién de TCBZ
y que su co-incubacion impacta mas sobre la metabolizacion de la cepa Sligo (TCBZ-R) (Alvarez
et al., 2005). Actualmente se hace necesario aportar mayores conocimientos referidos al estudio
de la verdadera participacion de las vias enzimaticas de detoxificacion de Fase | y Fase Il

involucradas.

En este contexto, el control inmunoldgico de la fasciolosis a través del desarrollo de vacunas, surge
como una alternativa prometedora, mas econémica y efectiva para reducir la morbilidad y evitar
pérdidas econdmicas en animales de produccion y en otros herbivoros y de este modo evitar la
transmision al humano. En este sentido, se han llevado a cabo numerosos ensayos de vacunacion
que abarcan desde la evaluacion de distintos extractos del parasito (Olaechea, 2004) hasta la
utilizacion de antigenos definidos purificados de F. hepatica (Sexton, et al 1990; Spithill y Dalton,
1998; Spithill et al., 1999), antigenos recombinantes (Almeida et al., 2003; Dalton et al., 2006;
Zafra Leva, 2012) y formulaciones que incluyen ADN plasmidico que codifica para proteinas
inmunodominantes o enzimas (Kofta et al., 2000; Wedrychowicz y Wisniewski, 2003).

Se han estudiado antigenos definidos que permiten su produccion recombinante a gran escala. En
la mayoria de los ensayos se han utilizado como inmundgenos enzimas que participan activamente
en el metabolismo del parasito, tales como proteinas transportadoras de acidos grasos (FABP),
enzimas del metabolismo detoxificativo como las Glutation S-Transferasa (GST), catepsinas,
hemoglobina, Leucin Amino Peptidasas (LAP), entre otras (Dalton et al., 2006). Sin embargo,
estos inmundgenos confirieron muy baja proteccion y no presentaron resultados reproducibles
(Toet et al., 2014).
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En la presente Tesis Doctoral se discuten los resultados obtenidos, haciendo énfasis en las dos
areas de interés indicadas como justificacion de la Tesis. Por una parte, los estudios bioquimicos
de las principales enzimas de detoxificacion (fase 2) en cepas de F. hepatica susceptibles y
resistentes a TCBZ y los correspondientes estudios moleculares del gen GST Mu, por otro lado, la
evaluacion de la inmunogenicidad y proteccion conferida por la proteina rFnGSTMu formulada

en tres adyuvantes diferentes en el modelo murino.

DE LOS ESTUDIOS METABOLICOS:

En relacion a los estudios metabdlicos los hallazgos mas relevantes se registraron en el estudio de
las enzimas Glutation Peroxidasa (GPx), Glutation Reductasa (GSR) y Glutation S-Transferasa

total (GST) y su isoenzima GST Mu tanto en las cepas susceptibles y resistentes a TCBZ.

Nuestros estudios previos sobre la cepa Sligo (TCBZ-R) confirmaron en la Fase | de
desintoxicacion, una sobreexpresion de Flavin-Monooxigenasas (Scarcella, 2011). Este fendmeno
no deberia ser la Unica respuesta que el trematodo tiene. En los procesos de desintoxicacién en la
Fase I, la enzima Carboxil Esterasa (CE) es una serina esterasa dependiente de una amplia
especificidad de sustrato. Esta familia de enzimas estd involucrada en muchas funciones
metabdlicas, incluida la desintoxicacion de xenobioticos. En la Fase Il existe un sistema que usa
el Glutation (GSH). Es una secuencia de ciertas enzimas que culminan agregando GSH reducido
al xenobidtico aumentando su solubilidad en agua y facilitando su excrecion. La adicion de
glutation juega un papel importante en la defensa antioxidante en diferentes tejidos catalizando la
reduccion de oxidado a GSH reducido que GST utilizara para reducir el peréxido y el lipoperéxido,
gue son oxigeno reactivo especies. Este proceso involucra Glutation Peroxidasa (GPx), Glutation
Reductasa (GSR) y Glutation S-Transferasa (GST). En la presente tesis evaluamos, in vitro, la
actividad citosélica de diferentes enzimas metabolizadoras de xenobiéticos de la Fase I: CE y Fase
Il: GST, GPx y GSR en adultos de F. hepatica susceptibles a TCBZ (TCBZ-S) y resistentes a
TCBZ (TCBZ-R), respectivamente la cepa Cullompton y las cepas Sligo y Oberon. En las cepas
TCBZ-R Sligo y Oberon, la actividad de GST, GSTMu, de GPx, y de GSR fueron respectivamente,
mas alta que en la cepa Cullompton, mientras que la actividad CE no difirié entre las diferentes

cepas probadas.

Con respecto a la actividad de la enzima Carboxil Esterasa no hay diferencias significativas entre

las cepas, por lo tanto, esta ultima no estaria involucrada en el fendmeno de resistencia.
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DE LOS ESTUDIOS MOLECULARES:

Por lo expresado en el item anterior, la isoenzima GST Mu es una enzima detoxificativa y se
encuentra potenciada en los aislamientos resistentes a TCBZ, por ello realizamos la optimizacion

de la PCR para poder identificar y caracterizar el gen de interés (GST Mu).

Anteriormente mencionamos que se ha demostrado que en una cepa resistente a TCBZ (TCBZ-R)
existe una mayor actividad detoxificativa por parte de la isoenzima Glutation S-Transferasa Mu
(GST Mu). En la presente Tesis se identifico y caracterizo el gen GST Mu aislado de cepas de F.
hepatica susceptibles y resistentes a TCBZ. EI ARN total se transcribié a cDNA por transcripcion

inversa y se obtuvo el amplicén de 657 pb correspondiente al gen GST Mu.

Cuando se analizé la proteina resultante, se confirmé al menos un cambio de aminoécido en la
posicidn 143 en la isoenzima GST Mu de la cepa TCBZ resistente. Estos resultados contribuyen a

la comprension de los mecanismos de resistencia a TCBZ por parte del trematodo F. hepatica.

DE LOS ESTUDIOS DEL DESARROLLO DE UN MODELO MURINO EN
FASCIOLOSIS:

El empleo de grandes animales para evaluar vacunas contra fasciolosis presenta dificultades
relacionadas a los costos, espacio y manipulacion. Por este motivo, el empleo de modelos
experimentales surge como una alternativa preliminar importante para seleccionar la mejor
estrategia de inmunizacién y al mismo tiempo evaluar la respuesta inmunitaria con mayor detalle,
si bien, los datos obtenidos no serian necesariamente extrapolables a la especie susceptible. A
pesar de su pequefio tamafio, el ratén es la especie de laboratorio méas empleada para los ensayos
preliminares de vacunas por las ventajas que representa su empleo (Pérez, 2015).

Un aspecto importante para el desarrollo de un modelo ratén es definir el namero de MCs que se
inocularéan y evaluar el éxito en la implantacion de las fasciolas, informacion esencial para
determinar si hay significancia estadistica en los ensayos de proteccion entre el grupo vacunado y
no vacunado. Por otro lado, se debe establecer el criterio para determinar si hubo proteccion. En
este sentido, distintos autores han evaluado la eficacia de las vacunas mediante la construccion de
curvas de supervivencia o bien determinando el numero de fasciolas, dafio hepatico a nivel
macroscépico y/o curvas de anticuerpos anti-fasciola (Martinez-Fernandez et al., 2004; Pérez et

al., 2015; Rojas Caraballo et al., 2017). En la presente Tesis, se establecid un criterio de proteccion
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basado en el numero de fasciolas adultas recuperadas y en el dafio hepatico teniendo en cuenta el
aspecto del higado en el momento de la necropsia, excepto en el ultimo ensayo con la proteina
recombinante formulada en AI(OH)s donde ademas, se construyo una curva de supervivencia. En
distintos estudios se han utilizado cantidades variables de MCs dependiendo de la especie o cepa
de Fasciola y de la cepa de ratones inmunizados (Balb/c, C57BI/6 o CD1). Rojas Caraballo et al.
(2015) utilizaron 7 MCs de F. hepatica en ratones Balb/c, mientras que Espino y Rivera (2015)
inocularon 10 MCs de la misma especie y Changklungmoa et al. (2016) emplearon 15 MCs de F.
gigantica/raton para los ensayos de proteccion. En esta Tesis, se evaluaron tres aislamientos de F.
hepatica: una cepa susceptible a TCBZ de origen mexicano, una cepa resistente a TCBZ de origen
peruano (Cajamarca) y el Ultimo, una cepa resistente a ABZ y susceptible a TCBZ de Argentina
(CEDIVE, Chascomus), en funcién de las cepas disponibles en el laboratorio o bien, como en el
ultimo caso, para repetir el ensayo de proteccion con la formulacion mas eficaz. De acuerdo a los
resultados obtenidos en la puesta a punto de la infestacion, se decidié utilizar 7 MCs del
aislamiento de Cajamarca para el desafio en los ensayos en los que se evaluaron las distintas

formulaciones de rFhGSTMu mientras que la cepa CEDIVE se utilizo en el Gltimo ensayo.

Para estudiar la respuesta inmunitaria humoral inducida por una vacuna, se necesita extraer sangre
para la obtencién de suero. En todo ensayo en el que se evalle la cinética de los anticuerpos
mediante diferentes técnicas inmunoldgicas es importante obtener volimenes de sangre que
aseguren la recuperacioén de la volemia del animal conforme a las normas de bienestar animal. En
el modelo raton, la extraccion de sangre por la via submandibular es una técnica sencilla que
permite conseguir suficiente cantidad de sangre sin la necesidad de usar anestesia con una
adecuada y pronta recuperacién del animal. Ademas, Nemzek et al. (2001); Pefia et al. (2008) y
Fernandez et al. (2010) afirman que esta técnica contribuye al refinamiento de las 3Rs en el uso
de los animales de laboratorio. En 2005, Golde et al. recomendaron la utilizacion de las lancetas
Medipoint® para la extraccidn de sangre por esta via. Heimann et al., (2010) sugirieron el empleo
de esta técnica bajo los efectos de la anestesia. Sin embargo, Holmberg et al. (2011) reportaron
que la sangre recolectada mediante puncion submandibular con lancetas sin anestesia era de
excelente calidad y similar a la obtenida por la puncién del plexo retroorbital para estudios de
coagulacién. Afios més tarde, Regan et al. (2016) consideraron dificultosa la extraccién de sangre
a partir de animales anestesiados. Estos mismos autores reportaron que el uso de anestesia no
permitia obtener un volumen suficiente de muestra, que la calidad de las mismas no era la 6ptima
y que los animales estudiados presentaban letargia y hemorragias. En referencia al implemento

utilizado para la puncion, Pefia et al. (2008) utilizaron agujas 21 G y 23 G en su reemplazo y
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obtuvieron resultados similares. Estos autores no observaron signos evidentes de dolor ni lesiones
relevantes en las sucesivas extracciones. Sin embargo, coinciden en que debido a la imprecision
en el sitio de puncion, el empleo de la lanceta permitiria controlar mejor la profundidad y aportaria
una mayor seguridad a la técnica. En Argentina, el costo elevado de este insumo y el tiempo de
importacion, motivaron a que en este trabajo de Tesis se implementara el uso de agujas 21 G en
reemplazo de las lancetas. Asimismo, se incorpord una variante, el empleo del capuchon pléstico
cortado a 10 mm desde la punta, con el objetivo de establecer un tope/limite de profundidad que
simule y/o reemplace a la lanceta descripta por Golde et al. (2010). De acuerdo a los resultados
obtenidos, recomendamos la obtencion de sangre submandibular sin anestesia mediante aguja sin
capuchon para estudios que requieran el maximo volumen aceptable ya que esto no afecta la

recuperacion de los animales en cuanto a los habitos de consumo e integracién social.

DE LOS ESTUDIOS EN LA EVALUACION DE LA INMUNOGENICIDAD Y EFICACIA
DE LA PROTEINA rFhGSTMu EN EL MODELO MURINO.

Con el devenir de los afios y gracias a los avances en el conocimiento de la respuesta inmunitaria
y las técnicas de biologia molecular, han surgido nuevas alternativas en el disefio de vacunas. Los
antigenos recombinantes se producen en forma estandarizada y pueden seleccionarse de tal modo

que no generen inteferencia en el diagnostico seroldgico.

Para el desarrollo de esta Tesis, se seleccion6 como inmundgeno la proteina recombinante GST
de F. hepatica teniendo en cuenta los antecedentes con GSTs homdlogas de otros trematodos como
S. mansoni (Sm28) y de S. japonicum (Sj26) (Brophy y Pritchard, 1994). Estas protegieron contra
la infestacion experimental con MCs de F. hepatica en distintos animales de laboratorio (ratones
y conejos) (Smooker, 1999). El primer ensayo en el cual se evalu6 la proteina GST nativa de F.
hepatica se realiz6 en ratas con la proteina formulada en Adyuvante de Freund Completo (AFC).
Esta formulacion no confirio proteccion significativa cuando se inmuniz6 por la via subcutanea
con dos dosis de 30 ug (Irving, 2003). Sin embargo, cuando se evaluo la eficacia en ovinos con
una dosis 6 veces superior y con un esquema de tres dosis se observé una reduccion en la carga
parasitaria del 57% (Sexton et al., 1990). De Bont et al., (2003) inmunizaron bovinos con GST
recombinante de S. bovis utilizando Al(OH)s, Quil A o AFC. Aungue en este experimento se
detectaron elevados niveles de anticuerpos, ninguna de las formulaciones utilizadas confirié

proteccién contra F. hepatica en el ganado estudiado.
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La proteina rFhGSTMu fue sintetizada por Genscript a partir del envio de la secuencia. Los
resultados obtenidos indican que esta proteina fue estable y que ademaés, conservé su actividad
enzimaética. En referencia a la dosis utilizada, se inmuniz6 con una dosis 10 ug para determinar la
inmunogenicidad y proteccion obtenida con una dosis minima. Dado que la respuesta obtenida en

el primer ensayo fue eficaz, se mantuvo esta dosis en los sucesivos experimentos.

El empleo de proteinas recombinantes como inmundgenos requiere en la mayoria de los casos el
uso de un adyuvante para potenciar su efecto (Batista-Duharte et al., 2014). Ademas, es necesario
que la vacuna se administre por la via y bajo un esquema de inmunizacion adecuado (Hecker et
al., 2012). El adyuvante seleccionado debe estimular una respuesta inmunitaria potente,
persistente, anamnésica y del perfil inmunitario adecuado contra el agente en cuestion (Batista-
Duharte et al., 2014). En la respuesta contra F. hepatica y contra otros nematodes, la respuesta
humoral es fundamental para limitar el ciclo de vida del parésito (Berrecil Flores et al., 2014;
Moreno Pérez, 2015). Con el fin de desarrollar un modelo més completo y, ademas, de seleccionar
una vacuna de referencia para estandarizar ensayos futuros de proteccién en ratdn, se evaluo la
respuesta inmunitaria estimulada por el inmundgeno rFhGSTMu formulado en tres adyuvantes
diferentes: AFI, Quil Ay AI(OH)a.

La inmunizacién con rFhGSTMu indujo la produccion de anticuerpos IgG séricos especificos que
aumento tras cada refuerzo a diferencia de lo observado en el grupo control (sin inmunizar). Si
bien la vacunacion gener6 anticuerpos con una dosis en todos los grupos, la formulacién
rFhGSTMu adsorbida en Al(OH)s indujo los mejores titulos, lo cuales permanecieron constantes
hasta el momento del desafio. Esta respuesta temprana y permanente de anticuerpos IgG concuerda
con los resultados obtenidos por otros autores cuando la proteina recombinante GST se administro
en ratas (Zhongguo et al., 2013). Aunque los niveles de anticuerpos no se elevaron post infestacion,
en el momento del sacrificio, los titulos de anticuerpos IgG en los grupos inmunizados fueron
superiores a los del grupo control indicando que se desarrolld una respuesta anamnésica,
particularmente en el grupo inmunizado con la proteina recombinante adsorbida en hidréxido de
aluminio en el cual no se observo un descenso marcado de los mismos.

Distintos trabajos han demostrado que en la respuesta inmunitaria contra la infestacién por MCs
de Fasciola spp. es de perfil mixto Th1/Th2, con predominio Th2, segtn lo indicado por los niveles
de 19gG2a e IgG1 y que existe una inmunomodulacion por LT reguladores, los cuales liberan IL-
10 y TGF-p inhibiendo la respuesta inflamatoria (Changklungmoa et al., 2016; Kueakhai et al.,
2013a, 2015; Chantree et al., 2013). Los resultados obtenidos en esta Tesis indican que la

inmunizacion con rFhGSTMu+ AI(OH)s polarizé la respuesta hacia un perfil Th2 mas marcado y
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constante a lo largo del ensayo, en comparacion con el tipo de respuesta observada en los grupos
inmunizados con rFhGSTMu+ AFI o con rFhGSTMu+ Quil A. Esto no es sorprendente dado que
el Al (OH)s estimula la respuesta hacia una polarizacion Th2 sumado a que los ratones Balb/c
también manifiestan esta tendencia o desvio comparado con otras cepas de ratones (Batista-
Duharte et al., 2014).

Teniendo en cuenta que la respuesta humoral tiene un rol importante en la proteccion, evaluamos
si la transferencia de 1gG purificada a partir de los sueros inmunes obtenidos de cada uno de los
grupos de inmunizacién (donadores) protegia contra fasciola en los grupos receptores. La IgG anti-
rFhGSTMu obtenida tras la inmunizacion con rFhGSTMu+ Al(OH)s redujo significativamente el
namero de fasciolas (70%) respecto del grupo no vacunado. Estos datos confirman que los
anticuerpos especificos tienen un rol en la proteccion ya sea: a) inactivando la enzima en el
parasito cuando éste se alimenta por la ventosa oral, b) inactivando la enzima por el pasaje de los
anticuerpos a través del tegumento (difusion transtegumentaria), c) por bloqueo del poro anal o
poro bucal, d) mediante la activacion de la via clasica del complemento o bien a través de la
citotoxicidad celular dependiente de (ADCC) mediada por macréfagos o bien por
polimorfonucleares (principalmente eosinofilos) (Moreno Pérez, 2015). La inactivacion de la
enzima mediante la accion de los anticuerpos inhibiria los mecanismos de detoxificacion del
parasito principalmente en las fasciolas recién desenquistadas (NEJs) o en las formas inmaduras,
de esta manera se vulneraria la gran resistencia que tienen las formas juveniles en la fase
prehepatica, cortando el ciclo de vida. Por otro lado, es posible que la activacion del complemento
0 la ADCC lesione el parénquima del parasito o los conductos secretorios afectando la
supervivencia del parasito.

En el ultimo ensayo de proteccién, cuando se inmuniz6 con la rFhGSTMu administrada con y sin
adyuvante, se estudio la respuesta celular in vitro mediante la determinacion de los niveles de
IFN- vy e IL-4 como indicadores de una polarizacién Th1-Th2. Los esplenocitos de los ratones
inmunizados con rFhGSTMu+ Al (OH)s, luego de la estimulacion con la proteina recombinante,
produjeron una mayor concentracion de IL-4 respecto de IFN-y, lo cual refuerza la idea de que la
respuesta inducida tuvo principalmente un perfil Th2. En este ensayo el empleo de la proteina
recombinante con hidroxido de aluminio incremento ain mas los niveles de IL-4, lo cual demuestra
el efecto potenciador del adyuvante. Estos resultados concuerdan con lo reportado en por otros
autores quienes inmunizaron ratas con la proteina recombinante GST (Zhongguo et al., 2013).

Si bien, el IFN-y se encontrd en baja concentracion, la formulacion de la proteina con el adyuvante

indujo una mayor produccion de esta citoquina, la cual también pudo haber participado activando
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a los macrofagos con la consiguiente liberacién de 6xido nitrico, molécula letal en las primeras

etapas post-infestacion para distintos trematodes (Sibille et al., 2004).

En los ensayos realizados, la formulacion rFhGSTMu+ AI(OH)s confirio una proteccion
parasitaria entre el 70%-90% respecto del grupo control no vacunado. El perfil de respuesta
constante desde etapas tempranas de infestacion coincide con los resultados obtenidos con la
proteina recombinante GST en ratas (Zhongguo et al., 2013). Por el contrario, en los grupos donde
se emplearon las otras formulaciones no se observaron diferencias en el recuento de fasciolas y en
las lesiones hepaticas encontradas respecto del grupo control sin vacunar (0 a 10%). Como ya se
indico, la proteccién se evalud teniendo en cuenta no solo la carga parasitaria sino también las
lesiones hepéticas macroscépicas en el momento de la necropsia. Ademas, se analizaron los
valores de las enzimas hepaticas y los datos de la histopatologia para complementar la informacion
anterior, como ya ha sido descripto por otros autores (Zafra et al., 2012). En el grupo inmunizado
con rFhGSTMu+ Al(OH)s no se registraron lesiones en el momento la necropsia, establecida a los
21 dias post-infestacion para los primeros ensayos. A diferencia del sacrificio en tiempo fijo, en el
ultimo ensayo, se esperé a que los animales murieran con el objetivo de graficar una curva de
supervivencia. Esta indicé que todos los animales inmunizados con la proteina sola, con el
adyuvante o los animales controles sin inmunizar murieron entre el dia 19 y el dia 25 post
infestacion. Respecto del grupo vacunado con rFHGSTMu+ Al (OH)s, s6lo murieron 3 ratones
entre el dia 25 y 60 post-infestacion, por lo cual se decidio sacrificar los animales en este ultimo
punto. No se encontraron fasciolas, ni alteraciones macroscdpicas o microscopicas en el higado.
En referencia a los valores de las enzimas hepaticas y formula leucocitaria completa a partir de los
14 dias post infestacion, la inmunizacion con rFHGSTMu+ Al (OH)s presentd los niveles mas
bajos (dentro de los valores de referencia), indicando indirectamente que no habia dafio hepatico.
Estos resultados demuestran que los animales del grupo inmunizado con rFhGSTMu+ Al(OH)3

tuvieron una respuesta temprana a las larvas migratorias que contribuyo a evitar el dafio hepatico.

Los resultados obtenidos en esta Tesis permiten concluir que la proteina rFhGSTMu adsorbida en
hidroxido de aluminio es un buen candidato vacunal en el modelo ratén y alientan a evaluar esta
formulacién en el ovino con el objetivo de estudiar la respuesta inmunitaria inducida y la

proteccion conferida contra F. hepatica.
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