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Introduccion

El ganado ovino es una de las especies importantes de animales domésticos en
todo el mundo. Esta especie, adaptada por el hombre para su explotacion en una gran
variedad de climas y localizaciones, es muy eficaz en el aprovechamiento de pastos de
reducida productividad y su transformacion en productos de alta calidad tales como
carne, leche, lana y cueros. En la mayoria de los paises el ganado ovino es producido en
sistemas extensivos por lo que los animales se encuentran expuestos a lo largo de su
vida a parasitosis ligadas a los pastos, entre ellas las nematodosis gastrointestinales.

Haemonchus contortus, nematodo gastrico, es considerado por la FAO el
helminto mas relevante de este ganado y responsable de alrededor del 15% de todas las
pérdidas econdmicas del sector. Su distribucion es cosmopolita y estd presente en todas
las explotaciones incluyendo regiones septentrionales aunque las infestaciones son mas
prevalentes en areas subtropicales. Las infestaciones por este helminto afectan a todas
las edades pero las parasitosis mas graves se presentan en corderos, tras el destete, con
muerte de los animales en su presentacion aguda o hiperaguda. Por su parte, en el
ganado adulto, las infestaciones tienen un curso crénico con disminucion de la

produccioén y actlian como reservorios.

El control de la hemoncosis se ha basado casi exclusivamente en el uso de
antihelminticos, generalmente de amplio espectro. Sin embargo, los regimenes
terapéuticos inadecuados junto con el potencial bidtico de H.contortus han provocado
que la resistencia antihelmintica frente a todos los farmacos disponibles se haya
generalizado. Ademas, la estructura y evolucion del sector han provocado que en areas
menos desarrolladas, el coste del control medicamentoso de esta parasitosis no sea
asumible. A estos hechos debe unirse la creciente preocupacion social sobre la presencia

de moléculas con actividad farmacolédgica en el medio.

En estas condiciones, y en paralelo con otros sistemas no medicamentosos, la
inmunoprofilaxis podria ser una adecuada alternativa en el control integrado de la
hemoncosis. Nuestro grupo identific6 un antigeno de adultos de H.comtortus con
potencial valor inmunoprofilactico frente a la hemoncosis y se elabor6 una forma

recombinante de la misma. Sin embargo, la informacién sobre esta proteina

Introduccion | 3
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recombinante era limitada y su potencial en la vacunacién de corderos solo fue
ensayado de forma preliminar. Por otra parte, el coste humano y material de los ensayos
en ganado ovino limitaba la exploracion de algunos aspectos de la respuesta inmunitaria

frente al helminto.

En nuestro trabajo hemos pretendido valorar el potencial valor de modelos
parésito-hospedador subrogados, profundizar en la caracterizacion de la proteina
recombinante rHc23, y determinar su valor inmunoprofilactico, en condiciones
controladas, considerando dosis antigénicas, adyuvantes y modalidades de infestacion

de los corderos.
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1. Nematodosis gastrointestinales. Hemoncosis ovina

La hemoncosis es una enfermedad parasitaria de ganado ovino y caprino
causada por el nematodo gastrico H.contortus. Este helminto hematéfago tiene una
distribuciéon cosmopolita aunque es mdas prevalente en regiones tropicales y
subtropicales, siendo frecuentes Australia, EE.UU., Sudéfrica, Brasil, Argentina,
Uruguay, India, sudeste asidtico y Africa central y subsahariana (Meradi et al., 2011;

Fitzpatrick, 2013).

En Europa estd presente en mas de la mitad de todas las explotaciones de
ganado ovino (Rinaldi et al., 2015) y se ha observado incluso en el norte de Europa (ej.
Escandinavia) (Waller y Chandrawathani, 2005b; Rose et al., 2016). El signo principal
en las infestaciones elevadas es la anemia. Otras caracteristicas son la pérdida de peso y
disminucion de la produccion, siendo la causa de un alto nimero de muertes,
particularmente en animales jovenes infestados (Soulsby, 1987). Dada su ubicuidad y
alto poder patdgeno, se le considera el tricostrongilido mas importante de pequefios
rumiantes (Nisbet et al., 2016). La mayor parte de las infestaciones por nematodos
gastrointestinales de rumiantes, y de forma particular de ganado ovino y caprino, son
pluriespecificas estando involucrados, ademas de H.contortus, otras especies del género

Teladorsagia, Trichostrongylus, Cooperia, Nematodirus y otros (Zajac, 2006).

La ubicacion de estas especies en el hospedador y su patogenia son diferentes
en dependencia de la/s especie/s presente/s y de la intensidad de las infestaciones. Por
ello, las estimaciones de la repercusion econdémica de estas parasitosis y de la
hemoncosis, en particular, son dificultosas. No obstante, los nematodos
gastrointestinales son una de las principales limitaciones de la produccion ovina,
causando un descenso en la produccion de carne, leche o lana en infestaciones cronicas,
asi como la muerte de animales en infestaciones agudas. La disminucion de la ganancia
de peso vivo oscila entre el 10 y el 47% (pudiendo alcanzar hasta un 60%), siendo la
produccion de lana la menos afectada (0% - 21%). A estas pérdidas econdmicas hay que
anadirle los costes de profilaxis y tratamiento asi como el crecimiento reducido de
corderos nacidos de madres infestadas con menor produccion lactea y los gastos
diagnosticos y veterinarios (Fitzpatrick, 2013; Charlier et al., 2014; Mavrot et al., 2015).
Hace mas de 20 afios, se estimaba que el control de los nematodos gastrointestinales le

suponia a la industria ganadera mundial un coste de alrededor de 1.000 M£ anuales
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(Newton y Munn, 1999). En el caso concreto del ganado ovino, en Australia se estima
que las nematodosis gastrointestinales suponen entre 240 y 280 M€ anuales (Sackett et
al., 2006, Lane et al., 2015). Hace mas de una década los costes anuales invertidos solo
en el tratamiento de la hemoncosis ascendian a 103 M USD en India, 46 M USD en

Sudafrica y 26 M USD en Kenia (Waller y Chandrawathani, 2005b).

Haemonchus spp.

Figura 1.

Sello de los servicios postales de la Republica de Cuba ilustrando el ciclo bioloégico de Haemonchus spp.

1.1. Etiologia y ciclo biologico

El género Haemonchus (Cobb, 1898) (Nematoda: Trichostrongylidae) se
origind, probablemente, en Africa como parasito de antilopes. Su adaptacién a distintas
especies de rumiantes silvestres y domésticos habria dado lugar, a través de la
especiacion, a las especies actuales del género. La diferenciacion de las especies del
género mediante estudios morfoldgicos de los helmintos adultos (espiculas, bolsa
copuladora, sinlofio) o de larvas (longitud de la cola, longitud total, morfologia cefélica,
numero de células intestinales, entre otras caracteristicas) identificO nueve especies
validas (Gibbons, 1979). La aplicacion de técnicas moleculares (ITS-2) ha permitido
distinguir 12 especies de Haemonchus en 40 hospedadores diferentes (Hoberg y

Zarlenga, 2016; Zarlenga et al., 2016) (Tabla 1).
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Tabla 1. Especies de Haemonchus reconocidas y hospedadores a los que afectan

(Hoberg y Zarlenga, 2016).

Haemonchus spp.

H.contortus (Rudolphi, 1803)
H.placei (Place, 1893)

H.similis (Travassos, 1914)
H.longistipes (Railliet y Henry, 1909)
H.mitchelli (Le Roux, 1929)
H.bedfordi (Le Roux, 1929)
H.vegliali (Le Roux, 1929)
H.lawrencei (Sandground, 1933)
H.okapiae (Van der Berghe, 1937)
H.krugeri (Ortlepp, 1964)

H.dinnik (Sachs, Gibbons y Lweno, 1973)

H.horaki (Lichtenfels et al., 2001)

Hospedadores
Camelidae Peleinae
Suidae Reduncinae
Tayassuidae Aepycerotinae
Tragulidae Antolipini
Antilocapridae Neotragini
Giraffidae Alcelaphinae
Cervidae Hippotraginae
Moschidae Pantholopinae
Bovini Caprini
Boselaphini Ovibovini
Tragelaphini Rupicaprini
Cephalophinae

Se admite que la especificidad de hospedador de este género no es muy estricta

y depende en buena medida de los hospedadores disponibles. Asi, las especies del

género Haemonchus pueden ser generalistas (capacidad de infestacion de diversos

hospedadores) como H.contortus o especialistas (especificidad de hospedador muy

estricta) como H.dinniki o H.horaki (Hoberg y Zarlenga, 2016). Por otra parte, son

frecuentes las infestaciones por varias especies de Haemonchus en un mismo

hospedador. Esta especificidad estd, ademads, influida por las condiciones ambientales.

Las especies de este género han experimentado un proceso de adaptacion para
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sobrevivir en condiciones climaticas desfavorables. Por ello, en regiones semidridas,
son comunes las infestaciones cruzadas por especies de este género (Achi et al., 2003;
Akkari et al., 2013), mientras que en situaciones climatologicas dptimas la especificidad
de hospedador es mayor (siendo poco comunes las infestaciones cruzadas) (Brasil et al.,

2012).

Las especies mas abundantes son H.placei, que afecta de forma preferente a
bovinos y, especialmente H.contortus, presente en ganado ovino y caprino, aunque se
pueden presentar infestaciones mixtas (Favero et al., 2016). Las migraciones animales y
el transporte por el hombre de los animales domésticos ha dado lugar a su distribucion
actual (Santos et al., 2014). Asimismo, los sistemas de produccioén intensivos han
provocado una mayor exposicion de los hospedadores como consecuencia de la
concentracion de animales en los rebafios, del mayor nimero de animales receptivos
(hembras gestantes, en lactacion y animales jovenes o con déficit nutricional) y de la

restriccion del movimiento del ganado (Waller, 2005a).

Los adultos de H.contortus son nematodos cilindricos de cuerpo fino. La
epidermis presenta 4 invaginaciones longitudinales hacia el pseudoceloma que forman 4
cordones hipodérmicos: dorsal y ventral donde se localizan los cordones nerviosos y
dos laterales con los conductos excretores. Estos cordones separan las fibras musculares
longitudinales en cuatro bandas. En el extremo anterior posee una lanceta bucal y dos
papilas cervicales. La hembra (20-30 mm) presenta solapa vulvar y los uteros de color
blanco enrollados alrededor del intestino rojizo, consecuencia de la ingesta de sangre en
el proceso de alimentacion, lo que le da el nombre de “barber pole” (Soulsby, 1987;

Angulo-Cubillan et al., 2007).

Figura 2.

Hembra de Haemonchus contortus.
Intestino de color rojo por la hematofagia
(Gilleard Lab. - University of Calgary).
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Los machos miden 10-20 mm y presentan una bolsa copuladora formada por
dos lobulos laterales y un 16bulo dorsal asimétrico mas pequefio en el que se identifica
un radio en forma de “Y”. Poseen dos espiculas cuyo tamafio y forma permite la
diferenciacion entre especies. Los huevos, de forma eliptica y polos aplanados, miden
70x55 pm y poseen en su interior numerosos blastomeros (Soulsby, 1987; Bowman,

2014).

Su ciclo bioldgico es directo y la infestacion tiene lugar por via oral (Figura 3).
La alta fertilidad de las hembras (5.000-10.000 huevos/hembra/dia) ocasiona una rapida
contaminacion de los pastos. Los huevos son excretados a través de las heces y la larva
1 (L1) eclosiona en el medio, que muda a larva 2 (L2). Ambas fases larvarias
preinfestantes se alimentan de las bacterias presentes en el contenido fecal. En
condiciones Optimas de temperatura y humedad (25-26°C, >85% humedad relativa), la
L2 muda a larva de 3 estadio (L3), que es la fase infestante para el hospedador. La L3
es una larva envainada que mantiene la cuticula de la L2 para protegerse de las
condiciones ambientales desfavorables y de la accion enzimatica en el tracto digestivo
del hospedador, lo que imposibilita su alimentacion. El periodo de desarrollo de huevo a
L3 es variable, de una semana a varios meses en dependencia de las condiciones
climatoldgicas. La L3 migra a la parte apical del pasto y, una vez ingerida por el
hospedador, pierde la cuticula como consecuencia de los altos niveles de CO; y
temperatura elevada del animal. La larva invade la mucosa del abomaso y muda a larva
4 (L4) y estas a larva 5 (L5) o preadultos, que emergen de la mucosa y, tras un proceso
de maduracion, dan lugar a los adultos y comienza la puesta de huevos. El periodo de

prepatencia es de 17 a 21 dias (Bowman, 2014).
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Figura 3.

Ciclo biolodgico de H.contortus.

1.2. Mecanismos patogénicos y formas clinicas

En general, las tricostrongilidosis provocan un estado de malnutricion en el
hospedador con pérdida de apetito, adelgazamiento, letargia, alteraciones en la funcion
gastrointestinal y disminucion del metabolismo energético, de proteinas y de minerales.
En el caso de la hemoncosis, el mecanismo patogénico principal se debe a la
hematofagia. Las fases preadultas y adultas se alimentan de sangre e ingieren ca. 50uL
de sangre/parasito/dia, lo que puede suponer en infestaciones bien establecidas 1/5 de
los eritrocitos circulantes totales en corderos y 1/10 en ovejas adultas (Bowman, 2014).
Si la carga parasitaria es elevada, se produce una fuerte caida en los valores de
hematocrito, palidez de mucosas y ulceracion de la pared del abomaso con lesiones
hemorragicas en la region de la mucosa géstrica findica. En infestaciones agudas, esta

anemia puede llegar a ser grave y provocar la muerte del animal, principalmente en
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animales jovenes (Coop y Kyriazakis, 2001; Bowman, 2014). El edema es un signo
habitual en la hemoncosis y con frecuencia se suele apreciar en los animales vivos a
nivel submandibular. En la necropsia los animales muestran liquido en tejido, con

acumulacion de fluidos en cavidad peritoneal (ascitis) y toracica (hidrotérax).

H.contortus es un patdgeno primario capaz de provocar cuadros clinicos per se.
No obstante, existe una gran variedad de presentaciones clinicas en los animales
infestados en dependencia de las condiciones ambientales, de la intensidad y duracion
de la infestacion y de caracteristicas individuales del hospedador tales como la edad, su
estado fisiologico y la resistencia genética (Besier et al., 2016). De forma genérica se
suelen distinguir tres tipos de presentaciones clinicas: hiperaguda, aguda y crénica. La

forma hiperaguda es la menos comun.

Se produce fundamentalmente en los tropicos, donde las condiciones climaticas
de temperatura y humedad son Optimas para el desarrollo de un alto nimero de fases
infestantes del parasito en el ambiente. Se presenta en animales jovenes y en ovejas
durante el periodo periparto. Estos animales sufren una infestacion masiva en un corto
intervalo de tiempo que produce la muerte subita del animal en el periodo prepatente.
No suelen llegar a evidenciar signos clinicos, pudiéndose observar una anemia grave y
gastritis hemorragica intensa, relacionadas con un numero elevado de helmintos adultos
y formas inmaduras en abomaso. Por su parte, se consideran formas agudas a las
presentes en animales jovenes expuestos a altas cargas infestantes pero menos intensas
que en las formas hiperagudas. La mortalidad es inferior y los signos clinicos son muy
variables, siendo la anemia el principal. Como consecuencia se produce una
hipoproteinemia con edemas subcutdneos. Por ultimo, las formas cronicas son las mas
frecuentes y de cardcter esencialmente econdmico. Se presentan especialmente en
animales adultos sometidos a bajas dosis infestantes mantenidas en el tiempo. Se
produce un cuadro subclinico con anorexia, menor ganancia de peso vivo, caida
progresiva de lana y una disminucién en la produccion lactea. La anemia, gastritis
hiperplasica, edema submandibular y palidez de mucosas son menos evidentes que en
las formas anteriores, asi como menores cargas parasitarias (100-1.000 parasitos) y

escasa mortalidad (Soulsby, 1987).
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Figura 4. Figura S.
Palidez de mucosas de corderos infestados Adultos de H.contortus en abomaso de
por H.contortus. Imagenes ICPVet, UCM. corderos. Imagenes ICPVet, UCM.

2. Respuesta frente a las helmintosis

La respuesta desarrollada por el hospedador frente a una parasitosis, entre ellas
las nematodosis gastrointestinales, es multifactorial incluyendo la respuesta inmunitaria
asi como su capacidad de resistencia fisioldgica frente a la agresion. Ambos fendémenos
suelen aparecer de forma simultanea en el curso de una infestacion por helmintos, pero
representan diferenciales sustanciales. La capacidad de respuesta fisioldgica de un
hospedador para compensar las alteraciones patologicas provocadas por las parasitosis
manteniendo los parametros productivos en la normalidad suele denominarse
resiliencia. Por su parte, el término resistencia se reserva para el proceso que conlleva
el inicio y mantenimiento de una respuesta inmunitaria protectora que previene, reduce
o elimina la infestacion asi como la regulacion del tamafio o fecundidad del parasito,
pudiendo controlar de esta manera la poblacion parasitaria (Alba-Hurtado y Muioz-
Guzmaén, 2013). En este apartado nos centraremos especialmente en la resistencia
desarrollada por el ganado ovino frente a las infestaciones por helmintos y, de forma

particular, por H.contortus.
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2.1. Respuesta inmunitaria frente a las helmintosis. Resistencia innata y

respuesta adaptativa

Los nematodos parasitos, con independencia de la complejidad de sus ciclos
biologicos (CB), se reproducen sexualmente en su hospedador (CB directo) u
hospedador definitivo (CB indirecto), eliminando huevos/larvas que deben ser
transferidos al medio o a otro hospedador. Asi, el nimero maximo de adultos en un
hospedador sera siempre igual o menor que el de las formas infestantes ingresadas.
Ademas de ello, y como consecuencia de la coevolucion parésito-hospedador, se ha
alcanzado en numerosas ocasiones un equilibrio en la respuesta inmunitaria beneficioso
para ambos elementos del binomio. De manera contraria a lo que ocurre en infecciones
bacterianas o viricas, el hospedador desarrolla una respuesta inmunitaria que controla al
parasito sin llegar a eliminarlo por completo, provocando infestaciones cronicas
asintomaticas o subclinicas en la mayoria de los casos, a la vez limita el dafio que
produce el parasito y mantiene la capacidad de responder frente a otros patogenos. De
este modo, el parasito mantiene vivo al hospedador el tiempo suficiente para completar

su ciclo de vida (Maizels et al., 2012).

En infestaciones por nematodos gastrointestinales, la principal defensa del
hospedador es el sistema inmunitario, con componentes tanto de la respuesta innata
como adquirida. Tras un primer contacto con el pardsito, se produce la activacion de
defensas no especificas de la inmunidad innata. Reconocidos los antigenos parasitarios,
se inicia una respuesta especifica adaptativa humoral y celular, que a su vez amplifica la
respuesta inmunitaria innata. De esta manera se produce una compleja colaboracion
entre componentes del sistema inmunitario innato y adaptativo que puede llegar a

neutralizar o eliminar la infestacion (Anthony et al., 2007).

Dentro de la defensa inmediata inespecifica existen diferentes mecanismos y
tipos celulares involucrados que, de manera general, favorecen la expulsion del parésito.
Las funciones de esta respuesta innata comprenden: la regulacion de la respuesta
inmunitaria mediante la produccion de citoquinas que promueven y amplifican una
respuesta adaptativa de tipo Th2, disminuyendo las respuestas Thl y Thl7; la
reparacion de la lesion tisular provocada por los agentes parasitarios (Anthony et al.,
2007); y el control de la infestacion, induciendo la modificacion de la funcion intestinal

con hiperplasia celular que induce una mayor secrecion de moco rico en mucina y de
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moléculas bioactivas, intensificacion del peristaltismo intestinal e inflamaciéon con
aumento de permeabilidad vascular y flujo sanguineo local. Esta modificacion de la
fisiologia intestinal provoca un dafio directo a los helmintos, lo que se traduce en una

reduccion del crecimiento, motilidad y fertilidad parasitaria (Maizels et al., 2012).

Los principales tipos celulares implicados en la respuesta innata son
eosinoéfilos, mastocitos, células dendriticas, macréfagos activados por la via alternativa
(MAA), neutréfilos y basofilos (Anthony et al., 2007). Los eosindfilos activados de
manera innata producen un efecto independiente de los mecanismos adaptativos (IL-5).
Para ello, las larvas activan la via alternativa del complemento, uno de los principales
mecanismos innatos desarrollados frente a las infestaciones por nematodos
gastrointestinales. Los péptidos C3a y C5a inducen el aumento de eosinodfilos en sangre,
su movilizacion a abomaso y degranulacion, produciendo su efecto citotoéxico local asi
como la reparacioén de la lesion, remodelacion tisular y la regulacion de la respuesta
inmunitaria (Meeusen y Balic, 2000; Hogan et al., 2008). Los péptidos C3a y C5a
también inducen la activacion de mastocitos (Stone et al., 2010), que aumentan vy, al
igual que los eosinodfilos, actian directamente sobre el pardsito o a través de la
modulacion de la respuesta inmunitaria (Emery et al., 2016; Motran et al., 2018). Las
células dendriticas procesan los antigenos parasitarios y los presentan a las células T
iniciando una respuesta inmunitaria celular Th2 adaptativa. Los macrofagos activados
por la via alternativa (MAA), estimulados por las citoquinas producidas por las células
linfoides innatas tipo 2 (ILC2s), también llamadas nuocitos o “natural helper” (IL-4 e
IL-13), producen un aumento de arginasa 1, secretan citoquinas con funcion
antiinflamatoria e inmunorreguladora (IL-10 y TGF-B) y son células efectoras directas
en la resistencia a helmintos (Maizels et al., 2004; Jackson et al., 2009; Motran et al.,

2018).

La primera linea de defensa de la respuesta innata frente a los nematodos
gastrointestinales es la barrera intestinal de células epiteliales. Los patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs) y asociados a peligro (DAMPs) son reconocidos por
los receptores de patrones de reconocimiento (PRRs), sistema temprano de
reconocimiento de patogenos que incluye los CLRs (receptores de lectina tipo-C) y los
TLRs (receptores Toll-like). Tras la infestacion por el helminto, este es reconocido por

los PRRs de las células epiteliales gastrointestinales, que liberan alarminas [IL-1, IL-25,
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IL-33 y linfopoyetina estromal timica (TSLP)] e inician la respuesta inflamatoria
(Hammad y Lambrecht, 2015; Motran et al., 2018). Las alarminas activan las ILC2s,
que producen citoquinas de tipo Th2, siendo una fuente temprana de citoquinas, e
inician los mecanismos efectores de la respuesta (Allen y Maizels, 2011; Hammad y

Lambrecht, 2015; Grencis, 2015).

La inmunidad adquirida se desarrolla de manera especifica con el tiempo y
genera memoria inmunoldgica. Puede actuar sobre las diferentes fases de la infestacion,
provocando la expulsion del parasito, interfiriendo en su crecimiento o disminuyendo la
fecundidad de las hembras (Miller y Horohov, 2006; Zaph et al., 2006; Lacroux et al.,
2006; Ortolani et al., 2013). Los mecanismos celulares efectores son similares a los
observados en la respuesta inmunitaria innata, pero activados de manera especifica por
anticuerpos desarrollados tras una respuesta protectora de tipo Th2. Las células T
derivadas del timo, caracterizadas por la presencia de receptores TCR, juegan un papel
fundamental en la respuesta celular. Las células presentadoras de antigeno procesan los
antigenos parasitarios y migran a los linfonodulos regionales donde los presentan via
complejo mayor de histocompatibilidad de clase II a las células T por medio de los
receptores TCR. Se produce una liberacion de citoquinas que impulsa la diferenciacion
de las células T nativas en células CD4", células helper o células Th y su polarizaciéon
hacia un tipo de respuesta u otra (Thl, Th2 o Treg) (Van Riet et al., 2007; Balic et al.,
2009). El papel de la inmunidad humoral en la proteccion frente a nematodos
gastrointestinales  genera  controversia, habiéndose relacionado  numerosas
inmunoglobulinas con la resistencia en ovejas: IgA, IgG e IgE (Ben-Smith et al., 1999;

Miller y Horohov, 2006; Anthony et al., 2007; McRae et al., 2015).

Este esquema genérico de respuesta inmunitaria no necesariamente es
funcional en todas sus ramas y en todos los casos, ni en todas las especies de helmintos
parasitos o de hospedadores. El papel relativo de los mecanismos efectores implicados
en cada caso particular es variable y de su integracion dependera la receptividad a un
agente parasitario por parte de un hospedador, la tolerancia inmunitaria, el
establecimiento de una relacion parasito-hospedador en equilibrio inestable o bien el
control inmunitario eficaz de la infestacion. Por ello, es posible hallar respuestas muy

diferentes en los mismos hospedadores a nematodos muy proximos (ej. H.contortus vs.
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Te.circumcincta) (Emery et al., 2016), en dependencia del curso de la infestacion

(Boitelle et al., 2005) o del 6rgano diana (McClure et al., 1998), entre otros factores.

De manera general, se ha aceptado que la receptividad a los nematodos esta
ligada a una respuesta de tipo Thl, tipica de infecciones por pardsitos intracelulares,
mientras que la resistencia se relaciona con un patrén de citoquinas Th2, tal y como
ocurre en las infestaciones por Heligmosomoides polygyrus y Nippostrongylus
brasiliensis. Este patron dicotdmico tan sencillo no refleja, sin embargo, la complejidad
de la interaccion helminto/hospedador y parece claro en la actualidad que el desarrollo
de un tipo de respuesta no antagoniza el otro, pudiendo ocurrir de manera simultanea
una respuesta Thl y Th2 (Dahl et al., 2004; Boitelle et al., 2005). El desarrollo de la
inmunologia ha permitido conocer que estas variaciones de la respuesta estan
profundamente interrelacionadas. De esta forma se sabe que el principal mecanismo de
regulacion es desempefiado por las células Treg (CD4™ CD25" Foxp3") (Ohkura et al.,
2013; Grencis, 2015). Estas células producen citoquinas supresoras IL-10 y TGF-B con
efectos antiinflamatorios que previenen el desarrollo de fuertes respuestas inmunitarias
frente al parasito, permitiendo su supervivencia durante largos periodos de tiempo y
limitando la patologia inducida. Este tipo de respuesta predominante de tipo Th2 con
activacion de células Treg, llamada respuesta Th2 modificada, se observa en
primoinfestaciones por H.polygyrus, con fallo en la expulsiéon del helminto y la
consecuente cronificacion del proceso (MacDonald et al., 2002; Doligalska et al., 2006;

Allen y Maizels, 2011).

De forma esquematica, la respuesta inmunitaria protectora frente a nematodos
gastrointestinales incluye la produccion de elevados niveles de citoquinas Th2 (IL-4, IL-
5, IL-9 e IL-13), eosinofilia periférica y local, mastocitosis en mucosa, hiperplasia de
células caliciformes, leucocitosis y aumento de anticuerpos IgE, IgG e IgA (Figura 6)
(Anthony et al., 2007; Nisbet et al., 2016). Ademas, se ha sefalado el papel de otros
tipos celulares en la produccion de citoquinas para amplificar la respuesta de tipo Th2,
como las células Be2 (Harris et al., 2005). Las citoquinas IL-4 e IL-13 promueven la
contraccion del musculo liso intestinal; un aumento de permeabilidad de células
epiteliales; la activacion de MAA (Anthony et al., 2007; Filbey et al., 2014); y la
produccion de IgE, que desencadena la degranulacion de mastocitos, basofilos y

eosindfilos (Stone et al., 2010). IL-13 estimula la hiperplasia de células caliciformes,
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con aumento en la secrecion de moco y produccion de moléculas anti-helmintos, como
el RELM-B (Motran et al., 2018). IL-5 promueve la eosinofilia (Anthony et al., 2007) y
la sintesis de IL-9 el reclutamiento y activacion de los mastocitos en la mucosa

(Faulkner et al., 1997).
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Figura 6.

Produccion de citoquinas en la respuesta inmunitaria celular Th2 (Anthony et al., 2007). FceRI: Receptor
de alta afinidad para la region Fc de la IgE, AAM: Macrofagos activados por la via alternativa,
RELMS: Molécula similar a resistina-p (resistin-like molecules), ChaFFs: Proteinas de la familia de las
quitinasas y FIZZ.

Los nematodos gastrointestinales pueden sintetizar y secretar sustancias
inmunomoduladoras que pueden actuar sobre la respuesta innata o adaptativa, asi como
de manera directa o indirecta, bloqueando la inflamacion producida por la respuesta
Th1/Th17 o limitando las patologias resultantes de una respuesta Th2 excesiva. Dentro
de estas moléculas encontramos la galectina, la cistatina y las proteinas VAL/ASP/SCP

(McSorley et al., 2013). También se incluyen la superdxido dismutasa y la glutation-S-
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transferasa, que neutralizan los radicales libres de oxigeno liberados en el mecanismo de
defensa del hospedador (Else, 2005). Por otra parte, la propia infestacion provoca una
respuesta de tipo Th2 modificada (Th2 + inmunorregulacion por parte del hospedador)
(vide supra).

2.2. Respuesta del ganado ovino a H.contortus

En condiciones naturales, el ganado ovino adulto es capaz de responder frente
a las primoexposiciones y reinfestaciones por H.contortus. El tipo de respuesta es
variable y depende de distintos factores tales como la raza, edad, estado nutricional,
dosis infestante y el estatus inmunitario de los animales, entre otros. Con independencia
de la respuesta adaptativa cldsica, como consecuencia de las reinfestaciones de los
animales, en las infestaciones por H.contortus se han descrito dos fendmenos cuya

relacion con el sistema inmunitario ha sido discutido: exclusiéon inmune y autocuracion.

La expulsion rapida/inmediata de larvas o exclusion inmune se produce antes
de que las formas larvarias se establezcan en la mucosa gastrica (<48 horas), dando
lugar a una reaccion local de hipersensibilidad de tipo I con presencia de mastocitos y
altos niveles de leucocitos globulares. Es necesaria una estimulacion antigénica previa
para que se produzca la reaccidon y expulsion del parasito, con hipermotilidad del
musculo abomasal, aumento del peristaltismo intestinal, mayor permeabilidad vascular
y flujo sanguineo local, hipersecrecion gastrica, aumento en la produccién de moco y un
mayor numero de células efectoras innatas (Balic et al., 2002; Meeusen et al., 2005;
Miller y Horohov, 2006; Alba-Hurtado y Mufioz-Guzman, 2013). Este mecanismo de
expulsion rapida de L3, a pesar presentar una base inmunitaria, es de caracter
inespecifico ya que también puede producir la eliminacion de otras especies de

nematodos gastrointestinales establecidos en zonas adyacentes.

La autocuracion fue descrita por Norman R. Stoll en 1929, en H.contortus, y
consiste en la eliminacion de la poblacion adulta como consecuencia de una
reinfestacion. Ha sido descrita en otras especies de helmintos (ej. N.brasiliensis) y
recibido distintas interpretaciones; entre ellas ha sido considerada como un sistema de

control de poblaciones parasitarias. En la actualidad se estima que tiene una base
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inmunitaria y que los sistemas efectores de esta expulsion de las poblaciones adultas de

H.contortus son similares a los indicados para la exclusion inmune.

En el caso de una respuesta inmunitaria adaptativa, los mecanismos efectores
pueden actuar tanto frente a las fases larvarias como frente a los adultos del helminto.
Frente a las larvas, la respuesta incluye mecanismos de inmunidad innata y adquirida,
con aumento de linfocitos T CD4", elevacién de los niveles de anticuerpos IgA e IgE,
activacion del complemento por la via clésica, y el reclutamiento de eosinofilos y su
implicacion en mecanismos de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (Balic
et al., 2002; Alba-Hurtado y Mufoz-Guzman, 2013; Nisbet et al., 2016). Cuando la
inmunidad se desarrolla frente a estadios adultos, puede producirse la expulsion del
parasito, una disminucion en la eliminacion de huevos basada en la reduccion del
numero de hembras o de su fertilidad, o producirse cambios en la morfologia
parasitaria. Los mecanismos especificos involucrados en la eliminacion de los estadios

adultos no estdn completamente aclarados (Nisbet et al., 2016).

2.3. Factores que influyen en la respuesta del ganado ovino a H.contortus

La respuesta del ganado ovino frente a H.contortus y, eventualmente, del
desarrollo de resistencia frente al helminto presenta una gran variabilidad y esta
relacionada especialmente con la edad de los animales, el genotipo de estos y su estado
fisiologico, ademés de otros factores tales como la presencia de infecciones e
infestaciones intercurrentes o, incluso, los sistemas de manejo por su impacto en la

epidemiologia de las infestaciones.

2.3.a. Influencia de la edad

De forma general los corderos, y en especial los machos (Barger, 1993), son
mas receptivos a las nematodosis gastrointestinales que los animales adultos, siendo
incapaces de desarrollar una respuesta inmunitaria protectora y presentando, por ello,
signos clinicos mas notables. Esta dependencia de la edad, ya sea cronoldgica o
metabolica (Greer y Hamie, 2016), en la respuesta de los animales se relaciona,
principalmente, con el desarrollo y maduracion del sistema inmunitario. Este proceso,

iniciado en la vida fetal, se completa al afio de vida. Los corderos pueden empezar a
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mostrar capacidad de resistencia a partir de los 4 meses de edad (Santos et al., 2014).
Esto puede ser consecuencia de una inmunidad celular deficiente, que tarda en
desarrollarse en rumiantes al menos 6 meses, y los animales jévenes carecen de una
respuesta de tipo Th2 protectora presentando un menor numero de mastocitos y

eosinofilos a nivel local (Bethony et al., 2006).

No obstante, la capacidad de expulsion del agente por parte del hospedador
depende de la especie parasitaria. Asi, la resistencia natural frente a la hemoncosis se
empieza a desarrollar ligeramente a partir de los 4 meses produciéndose una
disminucion gradual no especifica de la carga parasitaria dependiente de la dosis
infestante (Barger et al., 1985; Barger y Le Jambre, 1988). No obstante, hasta los 7
meses de edad no aparece una respuesta inmunitaria especifica frente a la infestacion,
siendo mas receptivos hasta el afio de edad (Urquhart et al., 1966a, b). Este retraso en la
capacidad de respuesta protectora no se observa en las infestaciones por otros
tricostrongilidos proximos: los corderos son capaces de desarrollar una respuesta
protectora parcial frente a T.colubriformis, a los 3 meses de edad (McClure et al., 1998),

y frente a Te.circumcincta, a los 4 meses y medio (Smith et al., 1985).

2.3.b. Influencia de la raza

La oveja (Ovis aries) es una de las especies animales domesticadas mas
tempranamente, probablemente hace mas de 6.000 anos. El ganado ovino, desde su
domesticacion, ha sido explotado con objetivos multi-proposito (carne, leche, lana) en
condiciones muy diversas (ej. recursos vegetales disponibles, climatologia) y, como
consecuencia, se han seleccionado un nimero elevado de genotipos/fenotipos bien
adaptados a las condiciones particulares de explotacion. Por ello, en la actualidad se
reconocen segun la FAO mas de 1.300 razas bien establecidas. Existen evidencias que
apuntan a la diferente resiliencia y resistencia inmunitaria de algunas razas a las
infestaciones por H.contortus. Asi, por ejemplo, se ha observado que la raza Merina es
mas resistente que la Rhon (Gauly et al., 2002); que los corderos de raza Red Maasai
son mas resistentes que los de raza Dorper (Mugambi et al., 1996); los de raza Santa
Inés mas que los de raza ile de France (Rocha et al., 2011); los de raza St. Croix mas
resistentes que los corderos Dorset (Gamble y Zajac, 1992); que la Canaria de Pelo es

mas resistente que la raza Canaria (Guo et al., 2016); o que existen variaciones notables
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en la receptividad y capacidad de respuesta protectora en las razas Churra, Castellana o
Manchega (Cuquerella et al., 1994; Goémez-Muiioz et al., 1999; Gémez-Muiioz et al.,

2001). No obstante, se observa una gran variabilidad individual (Bambou et al., 2009).

2.3.c.  Influencia del estado fisioldgico de los animales

Durante el periodo de gestacion y lactacion se produce una “relajacion
periparto” de la inmunidad, con pérdida temporal de la inmunidad adquirida, como
consecuencia de una priorizacion de las funciones de reproduccion sobre la expresion de
la inmunidad. Asimismo, el estado nutricional de los animales influye de forma
relevante en el grado de resistencia (Coop y Kyriazakis, 1999, 2001; Rocha et al.,
2011). Teniendo en cuenta la alteracion de la digestion y metabolismo de proteinas, la
menor ingestion de alimento, su priorizacion hacia la reparacion del tejido dafiado y el
elevado gasto de nutrientes necesario para el desarrollo de una respuesta protectora, una
suplementacion de oligoelementos (cobre, zinc) (Schafer et al., 2015) y de proteinas
facilita el desarrollo de una respuesta inmunitaria eficaz frente a la hemoncosis, asi
como el mantenimiento de la homeostasis y de los indices productivos (Fox, 1997;

Hoste et al., 2005; Miller y Horohov, 2006).

3. Sistemas de control: quimioterapia

El control de las nematodosis gastrointestinales en general, y de la hemoncosis
en particular, se ha basado principalmente en el uso de antihelminticos. Su alta eficacia
(>99%) y seguridad han permitido durante décadas el control de las helmintosis de
forma satisfactoria mediante tratamientos estratégicos. El desarrollo de antihelminticos
de amplio espectro fue espectacular en la segunda mitad del siglo XX. En la década de
los ’60 se introdujo en el mercado el tiabendazol, un benzimidazol, grupo quimico al
que pertenecen el albendazol, fenbendazol, oxfendazol y mebendazol y que incluye
antiparasitarios eficaces, seguros y de facil administracion (Gordon, 1961; McKellar y
Jackson, 2004). Sus precursores quimicos, los probenzimidazoles, se emplean en
algunos paises pero el alto desarrollo de resistencias frente a ellos hace que se usen
principalmente en combinaciéon (Besier et al., 2016). Muchos de estos compuestos

siguen en uso en la actualidad.
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Los segundos antihelminticos de amplio espectro comercializados fueron los
imidazotiazoles (levamisol y tetramisol) y tetrahidropirimidinas (morantel, oxantel y
pirantel) (Robertson y Martin, 1993; Martin, 1997; Kaplan, 2004). El levamisol es un
farmaco muy eficaz y seguro, con escaso efecto residual, que se estd utilizado

mundialmente.

El altimo grupo farmacologico de amplio espectro en salir al mercado fue el de
las lactonas macrociclicas (MLs), ca. 20 afios después de la comercializacion del primer
antihelmintico de amplio espectro. La actividad antiparasitaria de estos antibidticos a
bajas concentraciones y su eficacia frente a ecto- y endoparasitos, dieron lugar a un
grupo enteramente nuevo denominado endectocidas. Dentro de esta familia se
encuentran las avermectinas (ivermectina, abamectina, doramectina y eprinomectina) y
las milbemicinas (moxidectina y milbemectina) (McKellar y Jackson, 2004). La
ivermectina, principal representante de este grupo, es eficaz frente a una gran variedad
de especies, pero se han desarrollado resistencias a nivel mundial (Le Jambre et al.,

1999; Kaplan, 2004).

Ademas de estos tres grupos principales, el arsenal terapéutico incluye
antihelminticos de espectro mas reducido. Entre ellos, los organofosforados (ej.
naftalofos, triclorfon, piraclifos), de elevada especificidad y notable toxicidad, cuya
utilizacion ha sido limitada a pesar de las escasas resistencias desarrolladas frente a
ellos (Kotze y Prichard, 2016). Las salicilanilidas son fArmacos de actividad prolongada
entre los que destacan el closantel, rafoxanida, disofenol y nitroxinil. No obstante, la
aparicion de resistencias es frecuente (McKellar y Jackson, 2004). Otro farmaco de
espectro reducido es el derquantel, perteneciente a la familia de los espiroindoles e
introducido en el mercado en el afio 2010. Se emplea en combinacién con otros
farmacos, principalmente con abamectina (Little et al., 2011) y a pesar de no haberse
descrito resistencias (Rose et al., 2015; McRae et al., 2015) se ha observado una

disminucioén de su eficacia (Lamb et al., 2017).

En la situacion actual se emplean farmacos de todas las familias quimicas
sefialadas. Sin embargo, existen algunos factores limitantes esenciales de esta
aproximacion exclusivamente quimica para el control de las nematodosis
gastrointestinales, y de la hemoncosis en especial. La investigacion y desarrollo de

nuevos farmacos con actividad antihelmintica por parte de la industria farmacéutica es
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un proceso largo y costoso (Waller, 2006) y el control de estas helmintosis supone ca.
20% del gasto anual que ocasionan estas parasitosis
(http://www.wormboss.com.au/worms/roundworms/the-cost-of-roundworms.php). Pese
a ello, el menor peso relativo de la industria farmacéutica veterinaria frente a la humana
asi como la facilidad de aparicion de resistencias crean un escenario en el que la
introduccion de nuevos productos con actividad antihelmintica no parece factible en los

proximos anos.

Como consecuencia de los escasos beneficios esperables, asi como del coste
creciente del desarrollo de antihelminticos, no es sorprendente que hasta la aparicion del
monepantel (Novartis) en 2009 (seguido del derquantel en 2010), derivado del amino-
acetonitrilo (ADDs) de amplio espectro, no habia llegado al mercado ningin farmaco
desde hacia 30 afios (Torres-Acosta et al., 2012). Sin embargo, a pesar de los pocos
afnos de uso, ya se han desarrollado resistencias frente al monepantel (Van den Brom et

al., 2015; Lamb et al., 2017).

Con todo, el principal reto del control medicamentoso de las nematodosis
gastrointestinales es el fendmeno de la aparicion de resistencias, aspecto que sera

tratado en la siguiente seccion.

3.1. Resistencia antihelmintica

El concepto de resistencia fue definido por Prichard et al. (1980) como “la
resistencia estd presente cuando hay una mayor frecuencia de individuos dentro de una
poblacién capaces de tolerar dosis de un compuesto que en una poblacion normal de la
misma especie y es heredable”. Esta definicion fue mejorada posteriormente por Kotze
y Prichard (2016) como la “habilidad de un organismo para sobrevivir a una dosis de un
farmaco que de manera normal mataria a un organismo de la misma especie y estadio”.
Posiblemente hayan existido observaciones, por ganaderos y veterinarios, que indicaban
una reducida eficacia antiparasitaria de un antihelmintico que previamente era capaz de
controlar las infestaciones. Sin embargo, el primer caso de resistencia publicado se
describi6 en infestaciones por H.contortus a finales de los afnos ‘50 del siglo pasado
frente al antihelmintico de espectro reducido fenotiazina (Kaplan, 2004),

comercializado en 1940 (McKellar y Jackson, 2004). En el caso concreto de fArmacos
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de amplio espectro, el primer caso fue descrito en 1964 en EE.UU. frente al tiabendazol,
introducido en el mercado tan solo 3 afios antes. En 1979 se describié frente al
levamisol, cuya distribucion habia comenzado en el afio 1970. Se han detectado otros
casos de resistencia, en 1988 frente a la ivermectina, comercializada 7 afos antes, o la
moxidectina en 1995, cuya administracion comenzé en el afio 1991. Este
comportamiento ha sido observado con todos los antihelminticos de amplio espectro
introducidos en el mercado de aplicacion en ganado ovino y frente a las especies de

mayor relevancia (H.contortus, Te.circumcincta, T.colubriformis) (Kaplan, 2004).

La resistencia antihelmintica, de caracter generalizado y ya anticipada por
Waller (1997), esta presente, en mayor o menor medida, en todo el mundo (Sudéfrica,
Malasia, Brasil, Paraguay, EE.UU., Reino Unido, Espafia, Nueva Zelanda y Australia),
con cierre de explotaciones y tasas de mortalidad anuales en ocasiones superiores al
20% (Kaplan, 2004; Waller, 2005a; Coles et al., 2006; Torres-Acosta et al., 2012;
Martinez-Valladares et al., 2013; Rose et al., 2015; Lamb et al., 2017).

Se considera que las causas principales de su aparicion han sido el uso masivo,
principalmente en zonas endémicas, de antihelminticos; su empleo inapropiado
consecuencia de la infradosificacion en el tratamiento y el caracter no estratégico de las
medicaciones; la eleccion del farmaco no adecuado; una mayor predisposicion genética
de algunas poblaciones parasitarias y la elevada fertilidad de algunas especies. En este
sentido, H.contortus presenta mayor predisposicion a desarrollar resistencias que otros
nematodos gastrointestinales, mostrando tolerancia a todos los grupos farmacologicos
empleados frente a ¢l, incluyendo el ultimo farmaco introducido en el mercado,

monepantel (Kotze y Prichard, 2016; Lamb et al., 2017).

3.2. Manejo de la resistencia antihelmintica

Con objeto de disminuir o retrasar la aparicion de resistencias, se han sugerido
diferentes estrategias tales como el uso combinado de antihelminticos (Little et al.,
2011); rotacion entre familias de fArmacos con diferentes mecanismos de accion (Van
Wyk, 2001); limitaciéon de la frecuencia de tratamientos mediante el empleo de
medicaciones selectivas de los animales con mayores cargas parasitarias (Leathwick y

Besier, 2014); control de la infradosificacién del rebano (Jackson y Coop, 2000);
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eleccion del antihelmintico adecuado, preferiblemente de espectro reducido y de vida
media corta, frente al que no se hayan desarrollado resistencias (Besier et al., 2016);
reduccion de la exposicion a los farmacos mediante el mantenimiento de “refugios” de
poblaciones de helmintos no resistentes (Van Wyk, 2001; Besier, 2008); prevencion de
la introduccién de nematodos resistentes sometiendo a los animales adquiridos a un
periodo de cuarentena (Pefia-Espinoza et al., 2014; Leathwick y Besier, 2014); y
sensibilizacion de los ganaderos acerca de la importancia de realizar un buen manejo de

estos farmacos (Van Wyk, 2001; Besier, 2008).

En condiciones de campo, el manejo de las resistencias no ha permitido
obtener resultados claros (Kaplan, 2004). Sin embargo, se ha sefialado que una mejor
gestion del tratamiento antihelmintico (combinaciones de farmacos, tratamiento
selectivo, rotacion de antihelminticos) podria revertir la resistencia (Charlier et al.,
2017). De hecho, se han detectado resistencias frente a la combinacion de los tres
grupos principales de farmacos (BZs + imidazotiazoles + MLs) en infestaciones por
H.contortus, 1o que pone de manifiesto la necesidad de confirmar la eficacia individual
de cada producto antes de usarlos en combinacién (Lamb et al., 2017). Parece que, a
pesar de que la aparicidon de resistencias se produce de manera lenta, el establecimiento
de los genes de resistencia resulta en un aumento exponencial de su presentacion

(Barnes et al., 1995; De Graef et al., 2013).

Los primeros antihelminticos de sintesis datan de mediados del siglo pasado.
Eso quiere decir que los helmintos responsables de las nematodosis gastrointestinales, y
Haemonchus en particular, solo han estado expuestos a dichos compuestos durante 70
afios. Desde un punto de vista médico-clinico y econdémico, su introduccion fue un
éxito. Sin embargo, los helmintos parasitos han sido capaces de seleccionar poblaciones
resistentes a todos los antihelminticos disponibles. En una escala evolutiva este periodo
es casi instantaneo y la rapidez de la aparicion de resistencias constituye, ademas de un
grave inconveniente para el futuro de la explotacion de ganado ovino, una evidencia de
la necesidad de 1) realizar un correcto seguimiento del empleo de antiparasitarios, 2)
refinar su aplicacion, 3) disefar y desarrollar adecuados sistemas de monitorizacion de
las resistencias, 4) emplear sistemas de control integrado con las herramientas
disponibles (preventivas y curativas) y 5) cambiar el objetivo de la erradicacion por el

del control sostenible de las poblaciones parasitarias.
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4. Sistemas alternativos de control

Ademas de los fendmenos de resistencia y la escasez de “nueva entidades
quimicas” y su elevado coste, el desarrollo social ha llevado a una mayor preocupacion
por parte del consumidor sobre la presencia de residuos con actividad farmacologica en
alimentos de origen animal y una mayor sensibilidad acerca del cambio climético,
centrandose en la busqueda de una agricultura sostenible y, todo ello, dentro de un
marco con demanda creciente de proteinas por la poblacion humana, que excede los
7.000 millones. Por ello, existe la necesidad de sistemas alternativos con el objetivo de

reducir la dependencia de los antihelminticos de sintesis.

Los programas preventivos de control estdn formados por un conjunto de
medidas integradas que disminuyen el riesgo de infestacion de los animales, como son
el manejo nutricional y de pastos, el tratamiento antihelmintico selectivo, la cria
selectiva basada en la seleccion genética, el control bioldgico o la vacunacion. Esta serie
de estrategias (quimicas o no quimicas) dependen de las caracteristicas ambientales, del
tipo de produccion (extensivo vs. intensivo), del parasito a controlar, de la especie
animal de destino y de los recursos econdémicos disponibles, entre otras. No obstante, la
mayoria de estos métodos no estan bien adaptados para su uso en granjas (Charlier et
al., 2017) y dado el alto coste que suponen algunos de ellos, hay que buscar un

equilibrio coste-beneficio tolerable por el ganadero.

Entre las medidas, de desigual importancia, que se han sefialado se pueden
destacar el manejo nutricional adecuado, basado en el empleo de piensos
suplementados con proteinas con el objetivo de incrementar la resistencia y resiliencia
de los animales a las infestaciones (Coop y Kyriazakis, 1999). Asimismo, los sistemas
de pastoreo racional (6ptimo crecimiento herbaceo + menores riesgos de transmision de
formas parasitarias), mediante el empleo rotacional de pastos o de especies animales
(dobles/triples), pueden reducir los riesgos de parasitosis intensas (Bailey y Brown,

2011; Favero et al., 2016).

Los patrones estacionales de infestacion, al menos en las zonas templadas del
mundo, permiten el uso de practicas de control estandarizadas con un calendario fijo de
tratamientos. No obstante, la distribucion parasitaria en los colectivos, de caracter

sobredisperso, sugiere el tratamiento selectivo de los animales que albergan las mayores
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cargas y son responsables de la contaminacion ambiental con formas de transmision. De
esta forma, se reducen los riesgos de aparicion de resistencias y se logra un control mas

eficaz de las infestaciones (Leathwick y Besier, 2014; Charlier et al., 2017).

La heredabilidad de la resistencia natural (ej. ganado ovino) a las nematodosis
gastrointestinales es relativamente alta por lo que, en principio, la seleccion genética de
lineas resistentes/resilientes seria factible. Se han valorado algunos marcadores
genéticos (ej. marcadores moleculares, inmunologicos y hematoldgicos) y existen
métodos comercializados, como el test de resistencia de ADN “Wormstar” de Zoetis
Genetics (Besier et al., 2016). Su utilizacién no estd muy generalizada, aunque
parametros fenotipicos sencillos (ej. recuento fecal de huevos, peso vivo del animal,
anemia) permiten en el caso de la hemoncosis identificar individuos y poblaciones

resistentes (Leathwick y Besier, 2014; Zvinorova et al., 2016; Charlier et al., 2017).

Una aproximacion interesante es la constituida por el control biologico, ya sea
mediante patdgenos naturales de los helmintos (ej. Bacillus thuringiensis) o mediante
hongos depredadores de las fases de transmision. Este ultimo apartado ha recibido gran
atencion, particularmente Duddingtonia flagrans, Dactylaria spp. y Arthrobotrys
oligospora (Flores-Crespo et al., 2003). Su mecanismo se basa en la formacion de hifas
que atrapan y digieren las larvas del parésito para su alimentacion, disminuyendo la
carga infestante en el pasto (Hein et al., 2001; Pefia et al., 2002). A pesar del interés de
estas propuestas su aplicacion, particularmente en la ganaderia extensiva, suscita dudas

acerca de su eficacia.

El empleo de plantas bioactivas se ha basado tanto en las propiedades fisicas
de algunas plantas que reducen la migracion de las larvas infestantes como,
principalmente, en el estudio de pastos con alto contenido en taninos condensados
(metabolitos secundarios fenolicos) u otros flavonoides (Kearney et al., 2016). Este tipo
de compuestos con actividad antihelmintica directa reduce la carga parasitaria adulta sin
llegar a eliminarla por completo y mejora los indices productivos como consecuencia de
sus efectos positivos en la nutriciéon del animal. Entre las plantas mas estudiadas se
encuentran la achicoria (Cichorium intybus), zulla (Hedysarum coronarium), alfalfa
chilota (Lotus pedunculatus) y pipirigallo o esparceta (Onobrychis viciifolia) (Arroyo-
Lopez et al., 2014), plantas que en ocasiones forman parte del pasto natural. Los

resultados obtenidos han sido variables y, en algunos casos, la eficacia frente a parasitos
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gastricos como H.contortus, escasa o ausente (Athanasiadou et al., 2001; Zvinorova et

al., 2016).

Entre las plantas con potencial antihelmintico y mayores posibilidades de
empleo, particularmente en zonas aridas y de escasos recursos, se encuentran las hojas
de “neem” (4zadirachta indica) (Figura 7). Las hojas de este arbol, de mediano porte y
originalmente del subcontinente indio, tiene actividad antihelmintica frente a
H.contortus (Radhakrishnan et al., 2007; Avinash et al., 2017), ademas de constituir una
fuente de alimentacion para los pequeiios rumiantes. De hecho, este arbol ha sido

introducido en zonas aridas de Africa (Adjorlolo et al., 2016).

Figura 7.

Azadirachta indica (neem). Tomado de Neem Foundation.

No es infrecuente el uso, en algunas partes del mundo, de particulas de oxido
de cobre (COWP), tratamiento de eleccion hasta la aparicion de los antihelminticos
modernos (Besier et al., 2016; Kearney et al., 2016), mientras que la manipulacion
genética para silenciar genes con el objetivo de disminuir la fecundidad de las hembras
o el desarrollo del parésito (Knox, 2012) probablemente atin necesita mucho trabajo

experimental.

En términos de coste/beneficio y “sostenibilidad”, la vacunacion constituye
una de las estrategias mas prometedoras dada la posible proteccion prolongada y la
ausencia de residuos quimicos. Dado el objeto de nuestro estudio, este apartado sera

expuesto de forma mas precisa en el siguiente apartado.
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5. Inmunizacion frente a la hemoncosis

A pesar de las potenciales ventajas de la inmunoprofilaxis en el control de
helmintosis, y de forma particular de la hemoncosis, la vacunacion frente a estos
agentes no ha sido facil y hasta hace poco tiempo, la tUnica vacuna eficaz y
comercializada frente a un nematodo era Dictol (Bovilis® Huskvac) frente a
Dictyocaulus viviparus, nematodo pulmonar del ganado bovino, y consistente en una
suspension de larvas irradiadas (Benitez-Usher et al., 1976). La eficacia de los
antiparasitarios comercializados, en ausencia de resistencias, es muy elevada (>98%),
aceptandose como eficaces niveles hasta del 90% (Wood et al., 1995). Por su parte, en
la vacunacioén seria adecuado un 60% de eficacia en el 80% de los animales del rebafio

(Barnes et al., 1995).

Se ha considerado que una vacuna ideal frente a H.confortus en ganado ovino
debe reunir una serie de caracteristicas: ser segura, econdmica, proporcionar una
proteccion prolongada, reducir los signos clinicos, ser eficaz frente a los diferentes
estadios parasitarios, en animales jovenes y frente a los principales nematodos
gastrointestinales que puedan encontrarse en coinfeccion (Teladorsagia 'y
Trichostrongylus) (Knox y Redmond, 2006). Sin embargo, estos criterios tan
restrictivos seguramente no puedan cumplirse en su integridad y las expectativas deban
ser menores, considerandose eficaces las vacunas que inducen niveles “Utiles” de
proteccion capaces de reducir el parasitismo a niveles inferiores a los causantes de una
pérdida significativa de produccion (Klei, 1997). De hecho, a pesar de los estudios
iniciados en los afios 60 del pasado siglo con L3 atenuadas irradiadas, las vacunaciones
fueron ineficaces en corderos (2-5 meses de edad), la edad mas afectada y en la que las
manifestaciones clinicas pueden ser mas notables (Urquhart et al., 1966a, b; Smith y
Angus, 1980). Solo en 2014 (50 afos mas tarde) se comercializO en Australia,

Barbervax® WormVax, y empleando como antigeno proteina nativa.

El desarrollo, de forma natural, de algin grado de resistencia frente a las
infestaciones por H.contortus tras la primoexposicion de los animales al agente en el
pastoreo constituye una evidencia de la posibilidad de lograr una inmunizacion artificial
(Adams y Beh, 1981). Esta resistencia inmunitaria parcial en el caso de la hemoncosis

ha sido reconocida y requiere la adquisicion gradual de la inmunidad en el pasto
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mediante una estimulacion antigénica continuada (Bethony et al., 2006; Santos et al.,

2014; McRae et al., 2015).

En los estudios para el desarrollo de una vacuna eficaz frente a la hemoncosis
se han empleado dos estrategias diferentes: formulaciones con antigenos publicos
(naturales o expuestos), proteinas parasitarias reconocidas por el sistema inmunitario del
hospedador, capaces de inducir una respuesta inmunitaria a lo largo de la infestacion por
lo que la revacunacion se produce de manera natural en el pasto; antigenos privados
(ocultos), componentes parasitarios no reconocidos por el sistema inmunitario del
hospedador en una infestacién natural. Ambas aproximaciones tienen posibles ventajas

e inconvenientes que seran desarrolladas a continuacion (Bassetto y Amarante, 2015).

5.1. Inmunizacion con antigenos privados u ocultos

La mayoria de los estudios tendentes a lograr la inmunizacion de rumiantes
frente a la hemoncosis han empleado antigenos ocultos. La racionalidad de esta
seleccion estd basada en su independencia de la respuesta inmunitaria natural
desarrollada por los animales tras una infestacion. Se asume que los antigenos naturales,
al estar expuestos, estarian sometidos a la accion de la seleccion natural mientras que
los antigenos ocultos, al no estar de forma natural expuestos al sistema inmunitario de
los animales, no sufririan presion de seleccion. Asi, ya en los anos ’80 del siglo pasado,
se utilizo un polimero presente en las microvellosidades intestinales de L4 y adultos de
H.contortus (“‘contortin”) con el que se obtuvieron niveles de proteccion ca. 75% en la
carga parasitaria adulta en abomaso (Munn, 1977; Munn et al., 1987; Newton y Munn,
1999). Posteriormente, esta aproximacion se perfeccion6 utilizando proteinas de unioén a
tioles (TSBP) presentes en las microvellosidades de las células intestinales del parasito
adulto, logrando una proteccion del 77% en el recuento fecal de huevos y del 47% en el
numero de helmintos en abomaso (Knox et al., 1993; Knox et al., 1999). Estudios
posteriores, sin embargo, no lograron reproducir los niveles previos de proteccion
alcanzados, quizas por la inestabilidad de estas enzimas, ya que la inmunizacion con
una fraccién purificada con actividad enzimdtica cistein proteasa indujo niveles

intermedios de proteccion (Redmond y Knox, 2004).
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La inmunizacién de los hospedadores con componentes del tubo digestivo del
agente parasitario fue empleada con éxito en el desarrollo de las vacunas frente al
ixodido del ganado vacuno Boophilus microplus. Asi, la inmunizacién de los animales
con la proteina del tubo digestivo Bm86 (y posteriormente ortélogos de otras especies
de Ixodidae) indujo niveles de anticuerpos muy elevados en los animales vacunados que
impedian la alimentacion de los ectoparasitos. Ello permitio la comercializacion de las
vacunas existentes en la actualidad (Gavac, Tickgard) (Willadsen et al., 1995; Guerrero
et al., 2012; Rodriguez-Valle et al., 2012). El éxito de esta estrategia provocé su empleo
en el caso de la hemoncosis ovina. Se identificaron en H.contortus dos complejos
localizados en la superficie de las microvellosidades: H-gal-GP y HI11, proteasas
probablemente relacionadas con la digestion de la hemoglobina (Hewitson y Maizels,
2014). Los anticuerpos desarrollados por los animales inmunizados, ingeridos durante el
proceso de alimentacion hematdfaga del helminto, bloquean la actividad de estas
enzimas (Knox et al., 2003). Dado su mecanismo de accion, el nivel de proteccion esta
relacionado con los niveles de anticuerpos séricos IgG especificos frente a H11 y H-gal-

GP (Smith et al., 1999).

La caracterizacion posterior de estos complejos ha mostrado que H-gal-GP,
con una masa molecular aproximada de 981 + 10 KDa, estd formado por al menos 12
proteinas que incluyen aspartilproteasas (PEPs), metaloproteasas (MEPs) y cistein
proteasas (Smith et al., 1999). Dentro de la gran variedad de proteinas que lo forman,
las Uinicas responsables de su capacidad de protectora son las MEPs-3 y las PEPs. Este
antigeno ha sido eficaz en corderos entre 4 y 10 meses de edad, con niveles de
proteccion del 90% en la eliminacion fecal de huevos y del 70% en la carga parasitaria

adulta en abomaso (Smith et al., 1994, 1996, 2003a, b).

Por su parte, H11 es una aminopeptidasa, proteina integral de membrana de las
microvellosidades intestinales de adultos y L4 de masa 110 KDa, capaz de inducir
proteccion en corderos (Tavernor et al., 1992; Munn et al., 1993; Newton y Munn,
1999). Se han realizado diversos estudios de vacunacion con diferentes fracciones de
este complejo H11 obteniéndose altos porcentajes de proteccion en todos ellos (Munn et
al.,, 1993). Ademas de estos, se han ensayado otros antigenos ocultos tales como el

complejo glicoproteico H-sialgal-GP (Smith et al., 2000) y la proteina antigeno
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intestinal 1 (GA1l) (Jasmer et al., 1996) con altos porcentajes de reduccion en la

eliminacion fecal de huevos.

Estos estudios han permitido que en el afio 2014, se ¢ en Australia una vacuna
formada por una combinacion de las formas nativas de H11 + H-gal-GP, “Barbervax”.
Los estudios llevados a cabo en distintas localizaciones (EE.UU., Australia y Sudafrica)
han mostrado que la inmunizacién de animales con esta vacuna reduce la anemia,
previene la muerte del ganado en infestaciones agudas y disminuye los parametros
parasitoldgicos (eliminacién fecal de huevos, carga parasitaria) (Kabagambe et al.,
2000; Smith et al., 2001; Le Jambre et al., 2008). La vacunacion requiere una baja
cantidad de antigeno (5pg/dosis) y, aparentemente, es una alternativa viable
economicamente (Bassetto et al., 2014a; Bassetto y Amarante, 2015). Otras ventajas de
esta vacuna son su eficacia frente a diversas razas y edades de ganado ovino
(Kabagambe et al., 2000; Smith et al., 2001; Le Jambre et al., 2008) y frente a
poblaciones de helmintos resistentes a antihelminticos (Smith y Smith, 1993; Le Jambre
et al., 2008), la transferencia pasiva de cierto grado de proteccion de las madres
vacunadas a los corderos a través del calostro (Andrews et al., 1995) y su falta de
interferencia con el desarrollo de la inmunidad natural adquirida frente al parasito

(Smith y Smith, 1993).

A pesar de esta actividad protectora, el empleo de antigenos nativos y, de

forma especial, de antigenos ocultos presenta notables limitaciones:

a. Al ser un antigeno oculto, son necesarias revacunaciones periddicas para mantener

el titulo de anticuerpos elevado (Knox et al., 2003; Le Jambre et al., 2008).

b. Las vacunas de proteinas nativas son costosas en términos econdmicos y materiales

y no permiten una produccion estandarizada del antigeno.

c. Requieren la infestacion de animales vivos para la obtencion del antigeno, hecho

cuestionable desde un punto de vista ético.

d. Necesitan cadena de frio para su distribuciéon y almacenaje, lo que limita la
expansion en su comercializacion asi como la vacunacion en condiciones de campo,
principalmente en zonas tropicales y subtropicales donde este parasito es mas

prevalente (Knox y Redmond, 2006).
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Otros inconvenientes son la ineficacia en la inmunizacion de ovejas en periodo
periparto (Bassetto et al., 2014a), la falta de proteccion en ganado caprino (Meier et al.,
2016) y su eficacia restringida a parasitos hematdfagos, limitando su empleo en

infestaciones mixtas (Bassetto et al., 2014b).

5.2. Inmunizacion con antigenos publicos

Los estudios con antigenos expuestos han sido menos numerosos. Uno de los
primeros fue la molécula de superficie Hc-sL3, de masa molecular 70-90 KDa y
especifica de L3 (Ashman et al., 1995; Raleigh y Meeusen, 1996b), obteniéndose
niveles de proteccion Optimos en los diversos ensayos realizados (Jacobs et al., 1999;
Piedrafita et al., 2012, 2013). Dicho antigeno no es exclusivo de H.contortus, estando
presente su equivalente antigénico en otras especies de tricostrongilidos como
Te.circumcincta y T.vitrinus (Raleigh et al., 1996a; Meeusen et al., 2005). Dentro de los
productos de E/S, los niveles de proteccion obtenidos con las proteinas 15/24 KDa en
animales de 6 a 9 meses han sido elevados, observandose una relacion entre la edad y la
proteccion alcanzada con la vacunacion (Schallig et al., 1997; Kooyman et al., 2000,
Vervelde et al., 2001). No obstante, en los ensayos llevados a cabo en corderos de 3
meses la vacunacion no tuvo éxito (Kooyman et al., 2000; Vervelde et al., 2001). Las
inmunizaciones realizadas con productos de E/S mostraron que las fracciones obtenidas
con ditiotreitol-DTT indujeron una mayor proteccion que las eluidas con cisteina, con
valores del 52% y 36% en la eliminacion fecal de huevos y del 50% y 34% en la carga
parasitaria adulta, respectivamente (Bakker et al.,, 2004). Otro de los antigenos
estudiados ha sido la cistein proteasa AC5, obteniéndose niveles de proteccion ca. 30%
(De Vries et al., 2009). Otra cistein proteasa aislada del adulto de H.contortus (PBS-
TSBP) ha demostrado su eficacia en ganado ovino y caprino, con porcentajes de
proteccion de ca. 80% en la eliminacion fecal de huevos y ca. 60-90% en la carga adulta

en abomaso (Ruiz et al., 2004; Molina et al., 2012; Martin et al., 2015).

Asimismo, se han realizado ensayos de vacunacion con diferentes fracciones
obtenidas a partir del extracto soluble del parasito adulto (ESA), con niveles de
proteccion en torno al 40% (Alunda et al., 2003). Otra molécula aislada del ESA de

H.contortus ha sido la proteina somatica de masa molecular aproximada de 23 KDa,
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Hc23. Los resultados obtenidos con este antigeno expuesto han mostrado porcentajes de
proteccion variables en dependencia del adyuvante empleado, con una reduccion en los
parametros parasitologicos de ca. 70% con hidréxido de aluminio y de ca. 85% al

emplear un adyuvante de origen bacteriano (Fawzi et al., 2014).

5.3. Inmunizacion con antigenos recombinantes

El menor coste de produccion unido a la ausencia de contaminantes, menor
variabilidad entre lotes y la falta de requerimiento de animales infestados como fuente
de material antigénico (vide supra), han provocado el interés en la obtencion de
antigenos recombinantes con el fin de desarrollar vacunas rentables y asequibles. La
posibilidad de obtencidon de antigenos recombinantes eficaces parecia real ya que la
inmunizacion frente al nematodo préximo 7e.circumcincta con una vacuna formada por
8 proteinas recombinantes indujo una proteccion ca. 70% (Nisbet et al., 2013; Bassetto

y Amarante, 2015).

De forma paralela a los estudios con H11 y H-gal-GP nativas, se clonaron y
expresaron algunos de sus componentes sin lograrse proteccion (Newton y Meeusen,
2003; Smith et al., 2003a, b; Cachat et al., 2010; Roberts et al., 2013). Estos resultados,
en comparacion con la alta eficacia obtenida con sus formas nativas, sugieren la
importancia de algunos epitopos conformacionales en su capacidad protectora (Newton
y Meeusen, 2003; Smith et al., 2003a, b; Knox et al., 2003; Cachat et al., 2010). Dicha
diferencia conformacional se ha observado en el coctel de componentes recombinantes
pertenecientes al complejo H-gal-GP (rMEP1, rtMEP3, rtMEP4 y rPEP1) (Cachat et al.,
2010).

De igual modo, las variantes recombinantes de los antigenos E/S de 15 y 24
KDa (rec15/24) han mostrado resultados no concluyentes en animales de 9 meses de
edad, con valores entre el 0% y el 50% de proteccion en la eliminacion fecal de huevos
(Vervelde et al., 2002). La vacunacion con la enolasa HCENO ha resultado parcialmente
eficaz en ensayos de inmunizacion en animales de 6 meses de edad con valores de
proteccion del 50% (Kalyanasundaram et al., 2015); las galectinas rHco-gal-m y rHco-
gal-f aparentemente inducen proteccion parcial en animales de 9-10 meses de edad

(Yanming et al., 2007); la combinacién de 3 cistein proteasas recombinantes aisladas
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del TSBP (hmcpl, 4 y 6) han provocado reducciones en la carga parasitaria en abomaso
del 38%, con una reduccion fecal de huevos de solo el 10% (Redmond y Knox, 2004); y
la cistein proteasa Hc-CPL-1 no mostré ninguna proteccion (Murray et al., 2007). La
proteina recombinante PP2A ha sido ensayada en infestaciones mixtas por
tricostrongilidos, con una disminucién en la carga parasitaria de H.contortus adultos del

78% (Fawzi et al., 2013).

Debe destacarse la proteccion inducida por la proteina rHc23 de adultos de
H.contortus, con porcentajes de reduccion de los parametros parasitologicos superiores
al 80% (Fawzi et al., 2015), disminuyendo tanto la carga parasitaria del hospedador
como la contaminacion ambiental. Actualmente, se considera la tunica vacuna

recombinante eficaz frente a la hemoncosis (Matthews et al., 2016).

De la descripcion de la situacion actual cabe deducir que, de forma general, los
niveles de proteccion inducidos por las proteinas recombinantes han sido inferiores a los
logrados con sus formas nativas. Esta reduccion de la eficacia se ha relacionado con
plegamientos incorrectos de las formas recombinantes, modificaciones secundarias
como los errores de glicosilacion, baja avidez de los anticuerpos en las vacunas con
antigenos ocultos o fallos en la eleccion de los antigenos responsables de la proteccion.
Los sistemas de expresion tradicionales basados en bacterias producen proteinas no
glicosiladas o de conformacién defectuosa. Por ello, se han propuesto sistemas de
expresion en eucariotas (ej. levaduras) o en Baculovirus, aunque los resultados han sido
insatisfactorios, lo que puede ser debido a que la glicosilacién inducida por estos
sistemas dé lugar a glicanos diferentes a los producidos por helmintos, pudiendo
enmascarar los epitopos protectores. También se estan estudiando otros sistemas como
Pichia pastoris o Caenorhabditis elegans (Knox et al., 2001, 2003; Knox y Redmond,
2006; Roberts et al., 2013; Matthews et al., 2016).
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6. Modelos experimentales de las infestaciones por H.contortus: valor y

limitaciones

Los estudios experimentales sobre distintos aspectos de la biologia, patologia,
inmunologia y quimioterapia de la hemoncosis han empleado, habitualmente, ganado
ovino. No obstante, el elevado coste material y humano que supone el estudio en sus
especies de destino, el tiempo necesario para la obtencion de resultados y la mayor
dificultad de obtencion de reactivos bioldgicos, ha impulsado la busqueda de modelos
subrogados de la infestacion. Entendemos el empleo de modelos tanto utilizando
animales de laboratorio (en particular roedores) hospedadores receptivos de H.contortus
como la utilizacion de modelos paralelos con diferentes especies de helmintos y
hospedadores. Desafortunadamente, en el caso de la hemoncosis no ha sido posible
lograr el ciclo biologico completo en ninguna especie de roedor. Solo ha sido posible
alcanzar el estadio de L4 en jerbo (Meriones unguiculatus) que, ademas, deberian ser
inmunodeprimidos a fin de lograr la implantacién del helminto (Conder et al., 1992;
Yang et al., 2017). Claramente este modelo, de reducida utilidad para algunos ensayos
(ej. antihelminticos), no es adecuado para explorar de forma comparada otros aspectos

de la relacion parasito-hospedador tales como la respuesta inmunitaria.

Por ello, como solucidon alternativa, se han utilizado otros sistemas con el
objetivo de identificar los posibles mecanismos comunes que regulan las poblaciones de
helmintos, la respuesta tras infestaciones primarias o la respuesta inmunitaria
adaptativa. Se han empleado, habitualmente, 7Trichuris muris (Nematoda, Trichuridae)
en raton, Trichinella spiralis en raton para el cribado de antihelminticos, Litosomoides
sigmodontis (Nematoda, Filaroidea) en raton y Nippostrongylus brasiliensis (Nematoda,
Trichostrongyloidea) en raton para el estudio de la respuesta inmunitaria. E1 modelo
mas utilizado, probablemente, es Heligmosomoides polygyrus (Nematoda,
Trichostrongyloidea) en raton. De una parte esta relacionado filogenéticamente con
H.contortus y, ademas, el raton es su hospedador natural. No es por ello sorprendente
que se hayan estudiado en este sistema los mecanismos involucrados en las
infestaciones cronicas por nematodos gastrointestinales (Hewtison y Maizels, 2014);
inmunomodulacién (Doligalska et al., 2006; Maizels et al., 2012); eficacia de
antihelminticos; infecciones/infestaciones intercurrentes y desarrollo de vacunas. El

interés de este modelo H.polygyrus-raton, en nuestro caso particular, radica en la
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similitud de sus ciclos bioldgicos, la capacidad de estimulacion de una respuesta
inmunitaria humoral y celular, el desarrollo de infestaciones de curso cronico tras un
primer contacto con el pardasito, la respuesta protectora Th2 de memoria inducida en
reinfestaciones, la similitud de sus mecanismos de regulacion de la respuesta
inmunitaria y las lesiones producidas a nivel gastrointestinal (Gause et al., 2003;
McSorley et al., 2013). Asimismo, es un helminto de facil conservacion, pudiendo ser

mantenido largos periodos de tiempo en condiciones de laboratorio.

No obstante, todos los modelos incluyendo H.polygyrus presentan
inconvenientes. En la mayoria de los casos, los mecanismos inmunitarios de resistencia
difieren entre el modelo y la especie objeto de estudio. Hay factores especificos de
hospedador como la galectina-11 (caracteristica de rumiantes), lo que limita el estudio
de todos los factores implicados en la respuesta protectora en el hospedador definitivo
(Nisbet et al.,, 2016). En rumiantes requiere generalmente de infecciones previas
repetidas para que elimine o limite la poblacion de helmintos (Balic et al., 2002; Alba-
Hurtado y Mufioz-Guzman, 2013) mientras que en algunos modelos la expulsion esta
asociada a la inflamacion inducida por la activacion de la via alternativa del
complemento y mediada por mastocitos y eosinofilos. Asimismo, se han observado
diferencias en el papel protector de la respuesta humoral. Los anticuerpos especificos
IgG; se han relacionado con la proteccion y la resistencia genética en infestaciones por
H.polygyrus (Filbey et al., 2014) mientras que en H.contortus no esta claro su papel en
la proteccion (Gémez-Muioz et al., 1998, 1999, 2001; Amarante et al., 2005). Es por
ello que, aunque valiosos, la interpretacion de los resultados y su traslacion al binomio

helminto-hospedador natural deben ser realizadas con cautela.
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8. Objetivos

IL.

I11.

IV.

Utilizacion de un modelo subrogado. Efecto de un adyuvante bacteriano
(Lipopolisacarido de Escherichia coli + Propionibacterium acnes) sobre
la infestacion por nematodos gastrointestinales en un modelo murino

(Heligmosomoides polygyrus/raton BALB/c).

Estudio de la inmunomodulacién inducida por un protista (Leishmania

infantum) sobre la infestacion por H.polygyrus en raton BALB/c.

Caracterizacion de la proteina nativa He23 de Haemonchus contortus y el
homoélogo recombinante rHc23, incluyendo su secuenciacion y estudio

cristalografico preliminar.

Evaluacion de la capacidad inmunoprotectora de la proteina
recombinante rHc23 en corderos sometidos a una infestacion por

H.contortus y su relacion con la dosis antigénica y adyuvante.

Valoracion de la proteccion inducida por rHc23 + inmunomodulador
bacteriano (LPS + P.acnes) en corderos expuestos a infestaciones
seriadas (“trickle infections”) con dosis bajas (1.000 L3/administracion)

y altas (2.000 L3/administracion) de H.contortus.
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Capitulo 2

Lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) y Propionibacterium
acnes inactivado inducen una respuesta protectora parcial en

primoinfestaciones por Heligmosomoides polygyrus
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2.1. Resumen

Las nematodosis gastrointestinales son enfermedades parasitarias frecuentes y
de gran importancia econdmica en animales domésticos. Los tratamientos disponibles
son limitados y la resistencia antihelmintica es la norma en algunas especies
hospedadoras. Este escenario favorece la exploracion de medidas alternativas de
control, entre ellas el uso de inmunomoduladores. Estos compuestos actian a través de
la modulacion de la respuesta inmunitaria innata y adquirida, con mejora los parametros
parasitologicos y fisiologicos. Se ha estudiado el efecto de Lipopolisacarido de
Escherichia coli (LPS) y células inactivadas de Propionibacterium acnes en

primoinfestaciones por Heligmosomoides polygyrus (Trichostrongyloidea) en raton.

La infestacion por el helminto induce un aumento de los niveles séricos e
intestinales de IgG; parasito-especificos y una reduccion significativa de la respuesta
linfoproliferativa inespecifica (ConA). El tratamiento con el inmunomodulador (dias -2,
0, 7 y 14 postinfestacion) provoca un aparente retraso del desarrollo larvario en la
mucosa. Asimismo, la eliminaciéon fecal de huevos en los animales tratados fue
significativamente menor, con una contaminacion ambiental de huevos de casi la mitad
que los animales solo infestados. La infestacién con el helminto provoc una respuesta
inflamatoria local, no relacionada con el tratamiento inmunomodulador, asi como la
presencia de lesiones intestinales moderadas o leves al inicio de la infestacion (dias 7 y

16 pi), menores en el grupo inmunomodulado.

Los resultados preliminares obtenidos apuntan hacia el interés de los
inmunomoduladores para el control de las nematodosis gastrointestinales, reduciendo la
contaminacion ambiental con huevos del parésito y retrasando su desarrollo en el
interior de la mucosa. El tratamiento de los animales evitd de manera parcial la
inmunosupresion temprana caracteristica de las infestaciones por helmintos. No se
observo relacion entre los niveles de IgG;, y la reduccion de los pardmetros
parasitologicos, lo que apunta al escaso papel protector de esta inmunoglobulina en las

infestaciones por H. polygyrus.
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2.2. Introduccion

Las infestaciones por helmintos son frecuentes en la mayoria de los animales
domésticos y la norma en animales de renta en sistemas de produccion extensivos. Los
farmacos disponibles para el tratamiento de las nematodosis gastrointestinales (NGI)
son limitados. Asimismo, se han desarrollado resistencias frente a una amplia gama de
estos productos (Waller, 1997). Por otra parte, los ensayos de inmunizacién de animales
domésticos frente a NGI de importancia econdmica, en general, no han mostrado

resultados satisfactorios (Newton y Meeusen, 2003; Hein y Harrison, 2005).

Heligmosomoides polygyrus (Nematoda, Trichostrongyloidea), parasito natural
de raton, es una especie proxima a las que causan procesos de relevancia en salud y
produccion animal (ej. Trichostrongylus, Teladorsagia, Haemonchus). Este nematodo
ha sido empleado como modelo para el estudio de la modulacion de la respuesta
inmunitaria del hospedador inducida por los NGI (Doligalska et al., 2006; Maizels et al.,
2012; Reynolds et al., 2012). Una primoexposicion del hospedador a H.polygyrus
induce una respuesta predominante de tipo Th2 (Wahid et al., 1994) acompanada de la
activacion de células T reguladoras (Treg), lo que impide la expulsion efectiva del
parésito y da lugar a una infestacion crénica en la mayoria de las estirpes de raton. La
ausencia de respuesta protectora tras primoinfestaciones estd relacionada con la
actividad inmunosupresora de los NGI, ya que tras la eliminacion de la infestacion
primaria (ej. con tratamiento antihelmintico) se desarrolla una respuesta inmunitaria

eficaz (Maizels et al., 2012).

Las bacterias inactivadas o los extractos y componentes bacterianos han sido
utilizados como adyuvantes desde el primer cuarto del siglo XX. Recientemente,
numerosas preparaciones han sido empleadas para la mejora de los parametros
parasitoldgicos y fisiologicos en animales domésticos (Hein et al., 2001) y como
moduladores de la respuesta inmunitaria tanto innata como adquirida.
Propionibacterium ha demostrado, tanto in vitro como in vivo, una potente actividad
inmunomoduladora, aumentando el nimero de macréfagos y su actividad fagocitaria via
Toll-like Receptor 9 (TLRY) con la consecuente produccién de IFN-y (Ananias et al.,
2007; Kalis et al., 2005). Por su parte, los lipopolisacaridos de Escherichia coli (LPS)
provocan la activacion de células dendriticas via TLR4 (Yadav et al., 2006). Asimismo,

Propionibacterium induce hipersensibilidad a otros componentes bacterianos, lo que
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contribuye a una activacion adicional del sistema inmunitario innato (Tchaptchet et al.,
2012). La asociacion de Propionibacterium inactivado con LPS de E.coli causa una
mejora significativa de la respuesta inmunitaria en corderos infestados por Haemonchus
contortus (Abel et al., 2009). Ya que los mecanismos inmunitarios protectores estan
presentes pero no son estimulados en primoinfestaciones por H.polygyrus, hemos
explorado de forma preliminar el efecto de la administracién de P.acnes + LPS E.coli

en primoinfestaciones de ratones BALB/c con H.polygyrus.

2.3. Material y métodos
a. Parasitos

Los aislados de H.polygyrus fueron donados inicialmente por la Dra. M.
Grueiro (Facultad de Farmacia, UCM) y mantenidos en nuestro laboratorio mediante
pases sucesivos en ratébn cada 6 meses. Las fases infestantes (L3), fueron obtenidas
mediante la incubacion del material fecal en discos de papel de filtro depositados sobre

placas de Petri con agua destilada a 22°C durante 7 dias.

b. Ratones y disefio experimental

Las hembras de raton BALB/c de 2 meses de edad fueron adquiridas en Harlan
Laboratories Models SL (Barcelona, Espafia) y mantenidas en nuestras instalaciones (n°
ES280790000155) en grupos de 7-8 animales/jaula a temperatura controlada de 22-
25°C, ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h, y agua y pienso comercial para ratones ad
libitum. Los animales fueron distribuidos al azar en 3 grupos experimentales (G1: 15

ratones, G2: 15 ratones, G3: 9 ratones).

Los animales del G1 recibieron 4 dosis intramusculares de 0,2pug de LPS de
E.coli +2,51g de extracto de P.acnes (Infervac®, Lab Calier, Espana) los dias -2, 0, 7 y
14 postinfestacion (pi). En el dia 0 pi, los animales de los grupos G1 y G2 fueron
infestados con 300 L3 de H.polygyrus en 0,2mL de agua destilada usando un catéter
bucoesofagico. Se obtuvieron muestras de sangre por puncion de la vena submandibular
los dias -10, -1, 6, 13 y 25 pi. Se realizaron andlisis coprologicos cada 3 dias desde el

dia 9 pi en adelante. Para ello los ratones fueron aislados individualmente durante 30
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minutos, se recogieron sus heces y se realizd el recuento de huevos mediante una
técnica de flotacion modificada. Los resultados fueron expresados como huevos por
gramo de heces (hpg). Los ratones fueron eutanasiados por inhalaciéon de CO; los dias
7, 16 y 25 pi: 5 animales de G1 y G2 y 3 animales del grupo testigo (G3) en cada punto
de sacrificio. El intestino se extrajo y se colocd en tampon fosfato salino (PBS) frio y
los helmintos adultos fueron recuperados y contados. Asimismo, 1 gramo de muestra de
intestino fue congelado (-20°C), homogeneizado, centrifugado (15 y 10 min) a 3.000
xg, 4°C y los sobrenadantes fueron almacenados a -20°C. Se tomaron muestras
representativas de duodeno (0,5 cm) para el estudio histolégico. El disefio y los
procedimientos fueron aprobados por el Comité Etico de la UCM y la Comunidad de

Madrid.

c. Enzimoinmunoensayo (ELISA) y Western Blot

Se lavaron ejemplares adultos de H.polygyrus en PBS frio (4°C) suplementado
con inhibidor de proteasas (Roche, Mannheim, Alemania) y fueron sometidos a ciclos
de congelacion/descongelacion (-80°C/temperatura ambiente), homogeneizados y
centrifugados a 3.000 xg durante 30 min a 4°C. La concentracion de proteinas del
extracto soluble (ESA) fue determinada por el método de Bradford (1976). Se valor6 la
respuesta de anticuerpos especificos en muestras de suero (IgG;) e intestino (IgG; e
IgA) mediante ELISA. Las condiciones Optimas del ensayo para la IgG; fueron:
dilucion sérica de 1/800, dilucion intestinal de 1/4 y dilucién de conjugado anti-mouse
IgG-HRP (Nordic, Paises Bajos) de 1/2500. La IgA se estim6 con una dilucion
intestinal de 1/4 y una dilucion de conjugado (anti-mouse IgA-AP, Sigma, EE.UU.) de
1/30000. Las microplacas de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) se tapizaron con ESA de
H.polygyrus (S5pg/mL). ESA fue separado en gel SDS-PAGE al 12,5%. Las condiciones
del Western Blot (WB) fueron las descritas por Cuquerella et al. (1991) empleando una
dilucion sérica de 1/50 y 1/1000 de conjugado (anti-mouse IgG;-HRP, Nordic, Paises
Bajos). Los marcadores de peso molecular empleados fueron de Bio-Rad (Alemania) y

GE Healthcare (Reino Unido).
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d. Linfoproliferacion

La proliferacion linfocitaria fue determinada empleando el método
colorimétrico de la sal de tetrazolio (MTT) (Plumb, 2004) con algunas modificaciones.
Los linfondédulos mesentéricos fueron diseccionados y homogeneizados en medio
RPMI-1640 (Lonza, Suiza). La suspension fue filtrada (100 um), centrifugada a 300 xg,
10 min, 4°C y los sedimentos fueron resuspendidos en el mismo medio con 10% de
suero bovino fetal (Sera Laboratories International, Reino Unido), 100 U/mL de
penicilina + 100 pg/mL de estreptomicina y 1% de L-glutamina. Las células viables (4
x 10°, 200 uL) fueron sembradas en placas de 96 pocillos de fondo plano (Corning,
EEUU) con Spug/mL de ESA H.polygyrus y cultivadas 96 horas a 37°C y atmoésfera de
5% CO,. La proliferacion celular fue determinada afiadiendo S0uL de MTT (5mg/mL)
(Sigma, EE.UU.) + 200uL de medio e incubando las placas en cdmara himeda a 37°C,
4 horas y 5% CO,. Se determin6 la absorbancia a una longitud de onda de 570 nm.
Todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado; se incluyeron testigos
positivos (Concanavalina A, S5pg/mL) (GE Healthcare, Reino Unido) y negativos. Los
resultados fueron expresados como Indices de Estimulacion (IE): Densidad optica (DO)
de los cultivos celulares estimulados / DO de los testigos no estimulados. Se

consideraron positivos los IE > 1,5.

e. Estudio histologico

Las secciones de duodeno fueron fijadas en formaldehido al 4%, incluidas en
parafina, tefiidas con hematoxilina-eosina y examinadas. El grado de inflamacion y
dano tisular fue clasificado con valores de 0 a 3: grado 0, tejido normal; grado 1,
presencia de alguna de las siguientes caracteristicas: atrofia o acortamiento de células
epiteliales, hiperplasia o dilatacioén de criptas, linfangiectasia, fibrosis, edema, presencia
de infiltrado de eosindfilos, neutrofilos, histiocitos o linfocitos y granulomas
parasitarios; grado 2, presencia moderada y grado 3, presencia intensa. Los valores
medios fueron determinados en animales representativos de cada grupo experimental los

dias 7, 16 y 25 pi.

LPS y Propionibacterium acnes inactivado inducen una respuesta protectora parcial en primoinfestaciones por Heligmosomoides polygyrus | 65



Capitulo 2

f.  Analisis estadistico

Los resultados (media + error estandar) fueron analizados usando el paquete
estadistico Graph-Pad. El nivel de significacion se indica en cada experimento. Los

perfiles de WB fueron analizados con el programa Image J (NIH).

2.4. Resultados
a. Recuento fecal de huevos

Los animales del grupo infestado no tratado (G2) comenzaron a eliminar
huevos entre los dias 9 y 12 pi, y alcanzaron el pico de eliminacion el dia 15 pi (8.352 +
6.306 hpg), seguido de una nueva elevacion al final del experimento (dia 24 pi) (Figura
1). La mayor diferencia (P<0,001) en los valores de hpg se observaron el dia 24 pi
cuando el G2 mostr6 un valor medio de 12.547 + 5.732 hpg respecto al valor hallado en
el grupo de animales tratados con inmunomodulador (2.321 £ 1.220 hpg). Se observd
una disminucion significativa (P=0,0041) del sumatorio de huevos en el grupo tratado
(G1). Por ello, la contaminacién ambiental del grupo inmunomodulado solo representd
el 54,6 % de los huevos eliminados por el grupo infestado no tratado (G2). El grupo

testigo (G3) no mostrd eliminacion fecal de huevos a lo largo del experimento.
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b. Respuesta de anticuerpos frente a H.polygyrus (ELISA y WB)

La infestacion por el helminto provocd una respuesta sérica de anticuerpos
especificos IgG; significativa (G1: P<0,01; G2: P<0,001) frente a ESA de H.polygyrus
con independencia del tratamiento con el imunomodulador (Figura 2A). La respuesta
intestinal IgG; mostré un patrén similar (Figura 2B), aunque solo se observaron
diferencias significativas entre los animales infestados y no infestados el dia 25 pi (Gl y
G3, P<0,05; G2 y G3, P<0,01). Se apreci6 una correlacion positiva entre la respuesta
IgG, sérica e intestinal frente H.polygyrus (G1, P=0,0004; G2, P=0,0069). Los valores
intestinales de IgA mostraron un ligero aumento no significativo en los ratones

infestados (resultados no mostrados).
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Figura 2.

Respuesta de anticuerpos especificos determinada por ELISA en los grupos de ratones infestados
(G2), ratones infestados + tratados (G1) y ratones control no infestados (G3) frente al extracto
soluble de H.polygyrus (ESA) a lo largo del experimento. (A) IgG, sérica; (B) IgG, intestinal. ®, Grupo
1;m, Grupo 2; A, Grupo 3. Los datos representados son valores medios + error estandar.

El andlisis por Western Blot mostré una reactividad limitada en ESA, en la
region de peso aproximado 65 KDa, con sueros de animales en la fase patente de la
infestacion (G1 y G2) asi como un débil reconocimiento de una banda de 94 KDa en los

sueros de los animales del G2 (Figura 3).

LPS y Propionibacterium acnes inactivado inducen una respuesta protectora parcial en primoinfestaciones por Heligmosomoides polygyrus | 67



Capitulo 2

1 2 3 4 5 6 7 ESA PM (KDa)

94

67 Figura 3.

43 Western Blot de ESA de H.polygyrus
con sueros de ratones experimentales.

30 Carriles 1-3: Grupo 1; dias 7, 16 y 25 pi.
Carriles 4-6: Grupo 2; dias 7, 16 y 25 pi.
Carril 7: ratones no infestados. PM,

201 marcador de peso molecular en KDa.
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c. Carga parasitaria y respuesta linfoproliferativa local

La Figura 4 muestra el nimero de adultos de H.polygyrus obtenidos del
intestino de ratones infestados en 3 puntos del experimento (periodo prepatente,
patencia inicial, patencia tardia). En todos los casos la poblacion de helmintos fue
inferior en el grupo de animales tratados con el inmunomodulador (G1). El nimero de
formas preadultas recuperadas en el primer muestreo (dia 7 pi) fue significativamente
mayor en el G2 (100 £+ 6,3 vs. 14,8 + 12,4 helmintos/raton) (P<0,001), con una tasa de
implantacion estimada del 33,34% vs. 4,94% en el G1.
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La infestacion con H.polygyrus indujo una inmunosupresion inespecifica
significativa (P=0,0068) durante el periodo prepatente en los ratones infestados no
tratados (G2). El tratamiento con LPS + Propionibacterium provocoé una notable
recuperacion de la capacidad linfoproliferativa (Figura 5). En las muestras obtenidas en
el periodo patente (dias 16 y 25 pi) ambos grupos infestados se comportaron de manera
similar, con valores aproximados del 50% de los obtenidos en los animales no
infestados. Los ratones infestados (Gl y G2) presentaron valores de estimulacion
especifica (anti-ESA) mas elevados que los ratones no infestados, principalmente en el

periodo prepatente de la infestacion (P<0,05) (datos no mostrados).
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Figura 5.

Respuesta linfoproliferativa inespecifica (ConA) de los grupos experimentales en la prepatencia
(dia 7 pi), patencia inicial (dia 16 pi) y patencia tardia (dia 25 pi). Los valores representados (media +
error estandar) corresponden al Indice de estimulacion (IE). Barras negras: Grupo 1; barras blancas:
Grupo 2; barras rayadas: Grupo 3.
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d. Estudio histolégico

Las lesiones intestinales fueron, en general, moderadas y especialmente
visibles en la prepatencia (dia 7 pi) y patencia inicial (dia 16 pi). Las alteraciones fueron
mas evidentes en el grupo infestado no tratado (G2), con atrofia de las vellosidades y

dilatacion e hiperplasia de las criptas (Tabla 1).

Tabla 1.

Puntuacién de las lesiones (0, 1, 2 y 3)" de la mucosa duodenal de ratones BALB/c infestados con
Heligmosomoides polygyrus en diferentes dias postinfestacion (dpi).

Hiperplasia Dilataciéon Linfocitos
Grupo dpi Atrofia de criptas de criptas  Linfangiectasia Fibrosis Edema intraepiteliales
Gl1 7 0 1 1 0 1 1 0
G2 7 2 2 2 0 2 1 0
Gl1 16 1 1 1 0 0 1 1
G2 16 3 1 2 2 2 1 0
Gl1 25 1 2 1 0 1 1 0
G2 25 1 2 1 0 1 1 0

: 0, Mucosa normal; 1, presencia leve; 2, presencia moderada; 3, presencia intensa. G1, tratado con LPS +
Propionibacterium e infestado. G2, no tratado e infestado.

Los ratones infestados mostraron una respuesta inflamatoria similar los dias 16
y 25 pi, independientemente del tratamiento recibido, con alto nimero de linfocitos,
células plasmaticas, neutrofilos y eosinodfilos (Tabla 2) (Figura 6). La unica diferencia
aparente fue el menor numero de neutrofilos observados durante la prepatencia en el

grupo de animales tratados con el inmunomodulador (G1).
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Lesiones histologicas representativas de ratones infestados con H.polygyrus. (A): Periodo prepatente
(dia 7 pi), pérdida de la capa epitelial, erosiones y ulceras en la mucosa; numerosos neutrofilos y
eosinofilos en lamina propia, submucosa y capas musculares. Se observan los estadios larvarios en la
mucosa. (B): Periodo de patencia inicial (dia 16 pi), infiltracion de neutrofilos en lamina propia y apice de
vellosidades (flechas); acumulacion de mucus y restos celulares en las criptas e hiperplasia leve. (C):
Periodo patente (dia 25 pi), granulomas parasitarios con una zona central rodeada de neutrofilos,
eosinéfilos y macrofagos; infiltrado difuso en lamina propia.

Tabla 2.

Puntuaciéon (0, 1, 2 y 3) dela respuesta inflamatoria en la mucosa duodenal de ratones BALB/c
infestados con Heligmosomoides polygyrus en diferentes dias postinfestacion (dpi).

Grupo

G1

G2

G1

G2

G1

G2

dpi

16

16

25

25

Linfocitos

1 dif

2 dif

2 dif

3 dif

Neutroéfilos

Eosinofilos

Histiocitos

* (0, Mucosa normal; 1, presencia leve; 2, presencia moderada; 3, presencia intensa.
Proceso inflamatorio: dif, distribucion difusa del infiltrado inflamatorio. G1, tratado con LPS +
Propionibacterium e infestado. G2, no tratado e infestado.

Granulomas
intramucosos
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2.5. Discusion

La eliminacién fecal de huevos (hpg) es una de las determinaciones mas
adecuadas para la estimacion in vivo del grado de infestacion de los animales y de su
resistencia a las tricostrongilidosis. En nuestro experimento, el patron de eliminacion de
huevos fue dependiente del tratamiento con el inmunomodulador, observandose en los
animales tratados (G1) una menor eliminacion fecal de huevos. Se ha considerado que a
respuesta de anticuerpos IgG; estd estrechamente relacionada con la proteccion
(Williams y Behnke, 1993; Pritchard et al., 1984). Sin embargo, nuestros resultados
mostraron un aumento significativo de los valores séricos e intestinales de IgG; en
ambos grupos infestados, independientemente de las diferencias en el recuento fecal de
huevos. Estos resultados apuntan al escaso papel protector de la IgG; en las
infestaciones por H.polygyrus (Wahid y Behnke, 1993; Harris y Gause, 2011).
Asimismo, el analisis mediante Western Blot confirmé el limitado reconocimiento
antigénico de H.polygyrus en primoinfestaciones (Ben-Smith et al, 1999),
observandose una banda (~ 65 KDa) que podria corresponder a la proteina descrita por

Hewitson et al. (2011).

La respuesta inmunitaria en ratones frente a las infestaciones por H.polygyrus
es compleja e involucra una respuesta predominante Th2 acompafiada de una activacion
de células Treg y una inhibicidn de citoquinas Th1 (Setiawan et al., 2007; Maizels et al.,
2012). La reduccion de la respuesta linfoproliferativa inespecifica (ConA) observada en
nuestro experimento coincide con el efecto inmunosupresor ejercido por este nematodo
(Reynolds et al., 2012). No obstante, la administraciéon del inmunomodulador (LPS +
Propionibacterium) evitd6 de manera parcial esta inmunosupresion temprana. El menor
nimero de helmintos adultos observado en los ratones tratados con el inmunomodulador
(G1) (dia 7 pi) sugiere un retraso en el desarrollo larvario en el interior de la mucosa.
Los cambios producidos en la mucosa intestinal no fueron concluyentes. Se observo en
el estudio histologico una respuesta inflamatoria, acortamiento de las vellosidades e
hiperplasia de las criptas (Doligalska et al., 2006), sin diferencias aparentes entre
animales tratados (G1) y no tratados (G2). El menor nimero de neutréfilos determinado
en el grupo de animales tratados confirmd el limitado papel de este tipo celular en la

proteccion (Reynolds et al., 2012).
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El complejo LPS + extracto de Propionibacterium ha mostrado propiedades
inmunomoduladoras in vitro, ex vivo (ej. reclutamiento de células NKT y aumento de
toxicidad y diferenciacion de fagocitos: Ananias et al., 2007; Mussalem et al., 2012) e
in vivo (Abel et al., 2009; Tchaptchet et al., 2012). A pesar de ser un estudio preliminar,
nuestros resultados han mostrado que la administracion del inmunomodulador reduce la
contaminacion ambiental de huevos el parédsito y provoca un retraso en el desarrollo
larvario. Claramente, este tratamiento (dosis, calendario) debe ser refinado, pero el
elevado coste de los antihelminticos, el aumento de las resistencias desarrolladas frente
a ellos (Waller, 1997) y la ausencia de una inmunoprofilaxis eficaz frente a NGI,
sugiere el uso de inmunomoduladores como medida alternativa para el control de las

NGI en animales domésticos.
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La coinfeccidn con Leishmania infantum agrava la respuesta del

hospedador frente a Heligmosomoides polygyrus
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3.1. Resumen

El poliparasitismo es la norma en todas las especies animales, incluido el
hombre, y tiene un importante efecto en la patogenia y curso clinico, diagndstico y las
medidas de control. Las parasitosis por helmintos gastrointestinales y protistas son muy
frecuentes en condiciones naturales, pero los estudios experimentales son relativamente
escasas. La coinfeccion por especies viscerales de Leishmania y helmintos intestinales
es habitual en muchas ocasiones, pero no se ha estudiado experimentalmente.
Heligmosomoides polygyrus, nematodo intestinal de ratones, estd estrechamente
relacionado con otros helmintos que causan patologias importantes, siendo un buen
modelo para estudios inmunolodgicos. Los ratones, por su parte, son un buen modelo

experimental para la leishmaniosis visceral.

En el estudio llevado a cabo se infestaron ratones BALB/c con H.polygyrus
(200 L3) y 7 dias después fueron infectados con Leishmania infantum (10’
promastigotes). La coinfeccion con el protista no afectd la tasa de establecimiento del
nematodo pero indujo una mayor eliminacion fecal de huevos. Las cargas parasitarias
en los animales coinfectados fueron significativamente mas altas al final del
experimento. La infestacion por el helminto indujo una esplenomegalia significativa, no
relacionada con la coinfeccion con el protista. La inmunosupresion inespecifica inicial
inducida por el nematodo en los ganglios linfaticos mesentéricos no se vio afectada por
la infeccion con L.infantum. La coinfeccion provocod una mayor respuesta sérica de

anticuerpos (IgG,) frente al helminto.

El modelo subrogado de infeccion helminto/protista empleado en este
experimento mostré que la infeccion con Leishmania visceral debilitdé la respuesta
inmunitaria desarrollada tras la primoinfestacion con el nematodo intestinal. Los
resultados obtenidos en este experimento apoyan la aparente polarizacién hacia una
respuesta Thl con disminucion de la respuesta protectora Th2 caracteristica de
infestaciones por helmintos, consecuencia de la interferencia inmunitaria inducida por la
coinfeccidon con el protista. La falta de correlacion entre los niveles de IgGl y la
proteccion frente al helminto, apunta hacia el escaso papel protector de los anticuerpos

en estas infestaciones.
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3.2. Introduccion

Las infestaciones por helmintos estdn presentes en todas las especies de
animales salvajes y domésticas, diferentes practicas de manejo y climas. En el hombre,
las helmintosis de ciclo directo se encuentran entre las infestaciones parasitarias mas
comunes y persistentes en todo el mundo y se ha estimado que mas de tres mil millones
de personas estan infestadas con una o mas especies de helmintos (Hotez et al., 2008).
En veterinaria, tienen un fuerte impacto sobre el estado de salud, productividad y, por lo
tanto, en la sostenibilidad de la produccion animal. La leishmaniosis visceral es la
segunda enfermedad parasitaria mas letal para el hombre (WHO, 2017). Leishmania
infantum es responsable de los procesos zoonosicos en el Mediterraneo y Brasil, donde

millones de perros estan infectados de forma natural.

El poliparasitismo es frecuente y la coexistencia de mas de una especie en un
hospedador tiene efectos significativos sobre la patologia, curso clinico y disefio de
sistemas de control (Petney y Andrews, 1998; Moreau y Chauvin, 2010). En la
actualidad, la informacion es relativamente escasa y solo recientemente se ha observado
un creciente interés en el estudio de las parasitosis pluriespecificas (Griffiths et al.,

2004; Vaumorin et al., 2015).

Heligmosomoides polygyrus (Nematoda, Strongylida), parasito natural del
intestino de ratones, es una especie relacionada con las responsables de procesos de
relevancia en medicina humana (ej. Necator, Ancylostoma) y en salud y produccion
animal (ej. Ostertagia, Haemonchus). La primoexposicion a H.polygyrus provoca una
respuesta predominante Th2 (Wahid et al.,, 1994) acompafiada de la activacion de
células T reguladoras (Treg), dando lugar a infestaciones crénicas (Reynolds et al.,
2012; Doligalska et al., 2006; Maizels et al., 2012). La falta de respuesta protectora en
primoinfestaciones se relaciona con la capacidad inmunosupresora del nematodo ya
que, cuando se elimina la infestacion primaria (ej. con tratamiento farmacoldgico), se
desarrolla una respuesta protectora (Valanparambil et al., 2017). Se ha descrito y
estudiado experimentalmente la interferencia inmunitaria entre helmintos y protozoos
en algunas combinaciones (Rouseau et al., 1997; Su et al., 2005; Kolbaum et al., 2011;
Kelada et al., 2013; Coomes et al., 2015). Los hallazgos en estudios realizados en
pacientes humanos, infestados por helmintos, con leishmaniosis cutanea (L.braziliensis)
(O’Neal et al., 2007) y visceral (Tajebe et al., 2017) han sido contradictorios. Sin

embargo, el efecto potencial de una infeccion visceral por Leishmania en hospedadores
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previamente infestados por un helminto intestinal, no ha sido investigado de forma
experimental con anterioridad. Esta falta es sorprendente dada la distribucion
generalizada de helmintos en todo el mundo y la alta prevalencia de leishmaniosis
visceral. Ya que las infestaciones por H.polygyrus son un modelo bien establecido de
respuesta Th2 en ratones y la infeccion por L.infantum en ratones provoca una respuesta
mixta Th1/Th2 (Honor¢é et al., 1998; Rolao et al., 2007; Loeuillet et al., 2016), hemos
provocado una infeccion por L.infantum a ratones BALB/c previamente infestados con
H.polygyrus. Los resultados obtenidos en este modelo subrogado mostraron que la
infeccion con Leishmania visceral agravd la respuesta primaria frente al helminto

intestinal.

3.3. Material y métodos
a. Parésitos

El aislado de H.polygyrus fue suministrado originalmente por la Dra.
M.Grueiro (Facultad de Farmacia, UCM) y se ha mantenido en nuestro laboratorio
mediante pases en ratones cada 6 meses. Las larvas infestantes (L3) se obtuvieron
mediante la incubacidon del material fecal en discos de papel de filtro colocados en
placas de Petri con agua destilada a 22°C, 7 dias. El aislado de L.infantum
(M/CAN/ES/97/10.445 zimodema MON-1) fue proporcionado por la Dra.
M.Dominguez (ISCIII Madrid) y mantenido como promastigotes por pases en medio
RPMI 1640 (Lonza Group, Basilea, Suiza) a 26°C, suplementado con 10% de suero
fetal bovino inactivado por calor (30 min, 56°C) (Sera Laboratories International, Reino
Unido), 100 U/mL de penicilina + 100pug/mL de estreptomicina (BioWhittaker, Bélgica)
y 1% de glutamina (medio RPMI-completo).

b. Ratones, disefio experimental y seguimiento

Los ratones BALB/c, hembras, fueron adquiridos en Harlan Laboratories
Models SL(Barcelona, Espafia) y alojados en nuestras instalaciones (N°
ES280790000155) en jaulas de poliestireno (4 animales por jaula) a una temperatura
controlada de 22-25°C con ciclos de 12h luz-12h oscuridad y agua y alimento comercial

para roedores ad libitum. Los ratones se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos
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experimentales de ocho animales por grupo. Los animales de los grupos G1 y G2 se
infestaron con 200 L3 de H.polygyrus administradas en 0,2mL de agua, mediante
catéter bucoesofagico, en el dia 0 del experimento. Los animales de los grupos G1 y G3
fueron infectados el dia 7 pi, intraperitonealmente, con 10’ promastigotes estacionarios

de Leishmania infantum en 0,1mL de PBS. El G4 fue el grupo testigo.

Se obtuvieron muestras de sangre individuales los dias -1, 6, 14, 21, 28 y 35 pi
con H.polygyrus mediante puncion de la vena submandibular. El volumen sanguineo
obtenido fue 50uL/ratén/dia de muestreo, a excepcion de los dias en que los animales
fueron eutanasiados (14 y 35 pi) en cuyo caso se obtuvieron 150uL/raton/dia de
eutanasia. La sangre se dejo coagular y los sueros se conservaron a -20°C hasta su uso.
Las muestras tomadas en el punto final del experimento se emplearon para las
determinaciones de ELISA. Se realizaron analisis coproldgicos cada 3 dias a partir del
dia 9 pi hasta el final del experimento. Para ello, los animales se aislaron
individualmente durante 30 minutos, se recogieron sus heces y se realizaron los
recuentos de huevos mediante una técnica de flotacion modificada. Los resultados se
expresaron como huevos por gramo de heces (hpg). El valor acumulado de hpg a lo
largo del experimento se estim6 utilizando el método trapezoidal para determinar las
areas bajo la curva (AUC) de los animales y grupos. Los ratones fueron eutanasiados
(inhalacion de CO; - isoflurano) los dias 14 y 35 pi, 4 animales por grupo en cada punto
y se recogieron intestino, bazo y linfonddulos mesentéricos. Los intestinos de animales
individuales se abrieron, se colocaron en solucion salina fisiologica y se mantuvieron
durante la noche a 37°C. Al dia siguiente se recuperaron y contaron los helmintos
adultos. Los bazos se extrajeron en condiciones estériles y se pesaron individualmente.
Para evaluar la infeccion por L.infantum, se utilizd una muestra de bazo para preparar

frotis, se tifieron con May Griinwald Giemsa y se examinaron microscopicamente.

c. Antigenos

El extracto soluble de H.polygyrus (ESA) se obtuvo a partir de helmintos
adultos. Los nematodos se lavaron con PBS frio + inhibidores de proteasas (Roche,
Alemania) y fueron tratados con 8 ciclos de congelacion-descongelacion (-80°C,
temperatura ambiente). Posteriormente fueron homogeneizados en Tenbroeck (vidrio en

vidrio) y se centrifugaron a 3.000 xg, 30 min a 4°C. El antigeno soluble de Leishmania

La coinfeccion con Leishmania infantum agrava la respuesta del hospedador frente a Heligmosomoides polygyrus | 82



Capitulo 3

(ASL) se obtuvo mediante 10 ciclos de congelacion-descongelacion de promastigotes
de L.infantum, seguido de centrifugacion y recuperacion del sobrenadante. Se determin6
la concentracion de proteina (Bradford, 1976) y los extractos de antigeno (ESA, ASL)

se almacenaron a -80°C hasta su uso.

d. Linfoproliferacion

La proliferacion de linfocitos se determind usando el método de la sal de
tetrazolio (MTT) (Plumb, 2004) con modificaciones. Los linfonédulos mesentéricos
(LNM) y el bazo se disecaron individualmente y se homogeneizaron en medio RPMI
1640. La suspension fue filtrada (100 pm), centrifugada a 300 xg, 10 min, 4°C y el
sedimento fue resuspendido en medio RPMI 1640 completo. Los eritrocitos se lisaron
con tampoén de lisis (0,15M de NH4Cl1 + 10mM de KHCO; + 0,IM de Na,EDTA, pH
7,2). La viabilidad se determiné con azul tripan. Las células viables de LNM (2x10°
células/mL) y bazo (5%10° células/mL) se cultivaron en placas de 96 pocillos de fondo
plano (Corning, EE.UU.) (200uL/pocillo) y se estimularon con Concanavalina A (GE
Healthcare, Reino Unido) (Spg/mL), ASL y ESA (Spug/mL para LNM, 10ug/mL para
bazo). Las células se incubaron durante 96 h a 37°C en atmosfera humidificada de 5%
CO,. La proliferacion se determind mediante la adicion de 5S0uL de MTT (5mg/mL)
(Sigma, EE.UU.) + 200ul de medio de cultivo durante 4 horas a 37°C y lectura de
absorbancia a 570 nm. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado y se
incluyeron testigos negativos. Los resultados se expresaron como Indice de
Estimulacion (IE) = Densidad 6ptica (DO) de cultivos celulares estimulados / DO de

pocillos testigos no estimulados. Se consideraron positivos IE > 1,5.

e. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Los niveles de anticuerpos especificos en suero (IgG; e IgG,,) se determinaron
mediante ELISA. Brevemente, las microplacas de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) se
tapizaron con Sug/mL de ESA o ASL. Se emplearon los conjugados anti-mouse 1gG-
HRP (Nordic Immunology, Paises Bajos) y anti-mouse 1gG,,-HRP (Southern Biotech,
EE.UU.). Los sueros individuales de raton se diluyeron 1/800 y el conjugado 1/2500
para determinar IgG, frente a ESA; 1/50 de dilucion de suero y 1/1000 de dilucion de
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conjugado para estimar la respuesta IgG; anti-ASL. Para la determinacion de la
inmunoglobulina 1gG,, frente a ESA se empled el suero diluido 1/400 y 1/2000 de
dilucion del conjugado. Se determind IgG,, anti-Leishmania con 1/25 de dilucién de

suero y 1/2000 de conjugado.

f.  Analisis estadistico

Los valores presentados corresponden a la media + desviacion estandar. Las
diferencias entre grupos se analizaron mediante t de Student (test-T) (helmintos adultos,
hpg) o ANOVA de 2 vias (hpg, peso del bazo, respuesta linfoproliferativa, ELISA)
seguido de la prueba de comparacion multiple HSD de Tukey (HSD). Se muestran los
valores exactos de P, los grados de libertad (df) y el tipo de andlisis realizado siguiendo
el formato APA. El nivel de significacion se establecio en P<0,05. Las figuras fueron

editadas con Graphpad Prysm 5.

3.4. Resultados

a. La coinfeccion por L.infantum provoca una mayor eliminacion fecal de huevos en

ratones infestados con H.polygyrus

Los grupos de animales infestados con H.polygyrus (Gl y G2) comenzaron la
eliminacion de huevos el dia 10 post infestacion (pi). Sin embargo, el patron de hpg fue
muy variable en dependencia de las infecciones recibidas (Figura 1). Se observo una
elevada variabilidad individual dentro de cada grupo y a lo largo del experimento. La
eliminacion acumulada de huevos, estimada por el método AUC, desde el dia 15 hasta
el final del experimento, mostrd que los ratones infestados solo con H.polygyrus
eliminaron ca. 25% del valor AUC obtenido en los animales coinfectados (Gl:
H.polygyrus + L.infantum), aunque la diferencia no fue significativa. El patréon de
eliminacion fecal de huevos del helminto fue diferente a lo largo del experimento y la
eliminacion de huevos (AUC) de los ratones coinfectados fue significativamente mayor
entre los dias 15 y 21 pi [t(6)=2,342; P=0,0288]. No se hallaron huevos en los ratones

infectados solo con L.infantum (G3) y el grupo testigo absoluto.
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Figura 1.

Eliminacién fecal de huevos de H.polygyrus (huevos por gramo, hpg) en ratones con (G1) (®) o sin
(G2) (m) coinfeccién por L.infantum. Los datos son la media + error estandar de la media. * Diferencia

significativa (P<0,05).

b. La coinfeccidn con L.infantum no afecta al establecimiento de H.polygyrus aunque

aumenta la supervivencia del helminto

El dia 14 pi, la poblacion de helmintos fue comparable en ambos grupos de
ratones (G1: 86,25 y G2: 88,25) (Figura 2) y no existieron diferencias en la ratio
hembra/macho. Por el contrario, el dia 35 pi las cargas parasitarias fueron
significativamente diferentes en dependencia de la presencia de la infeccion concurrente
por L.infantum. De forma similar a lo observado en los patrones de eliminacion de hpg,
los ratones coinfectados (G1) presentaron mayores cargas de helmintos que los animales
sometidos a la infestacion unica por H.polygyrus (G1: 40,5 vs. G2: 5,75) [t(6)=2,188;
P=0,0357]. La proporcion hembras/machos de la poblacion de helmintos adultos en el
punto final del experimento vari6 de acuerdo con el ciclo de vida del helminto, con una
poblacion predominante de hembras (aproximadamente 70%) en ambos grupos de

animales.
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Figura 2.

Nimero de helmintos adultos en ratones infestados con H.polygyrus con (G1) o sin (G2) coinfeccion
por L.infantum. Barras s6lidas: G1; barras vacias: G2. Los datos son la media + desviacion estandar. *
Diferencias significativas (P<0,05).

c. La esplenomegalia en los ratones coinfectados se relaciona con la infestacion por

H.polygyrus

Existieron diferencias significativas entre grupos en dependencia del protocolo
de infeccion [F(3,24)=56,85; P<0,0001], del punto de muestreo [F(1,24)=46,20;
P<0,0001] y de la interaccion [F(3,24)=8,48; P=0,0005] (Figura 3). La prueba de Tukey
mostrd que la infestacion con H.polygyrus indujo esplenomegalia ya que los pesos del
bazo encontrados en el grupo infestado solo con el nematodo (G2) fueron
significativamente mas elevados que los observados en el grupo infectado con
L.infantum (G3) y en el grupo testigo (G4) en los dos muestreos llevados a cabo (dias
14 y 35 pi). Este hallazgo fue particularmente evidente el dia 14 del experimento, con
un peso medio de bazo en los ratones infectados solo con H.polygyrus 2,64 veces mayor
que el del grupo testigo (G2: M=0,2565; SD=0,0390 - G4: M=0,0973; SD=0,0112). En
nuestras condiciones experimentales, la infeccion por L.infantum no provocod ninglin
aumento significativo en el tamafio del bazo. El aumento del peso del bazo se encontrd
en todos los grupos infestados con el nematodo. Sin embargo, la coinfeccion con
L.infantum de ratones infestados por H.polygyrus (G1) indujo una reduccion del peso
del bazo al inicio de la patencia (dia 14 pi) (G1: M=0,2066; SD=0,0193) respecto a los
animales infestados solo con el helminto (G2: M=0,2565; SD=0,0390).
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Figura 3.

Peso del bazo (media + desviacion estindar) de ratones en la patencia inicial (dia 14 pi) y al final del
experimento (dia 35 pi). Barras solidas: G1; barras vacias: G2; barras rayadas verticales: G3; barras
rayadas horizontales: G4. * Diferencias significativas (P<0,05).

d. La inmunosupresion inespecifica inicial provocada por H.polygyrus no es afectada

por la coinfeccion con L.infantum

Las infecciones por L.infantum 'y H.polygyrus provocaron una
inmunosupresion inespecifica, evidente por la menor respuesta linfoproliferativa de las
células coincubadas con ConA, tanto de ganglios linfaticos mesentéricos (LNM) (Figura
4a) [F(3,24)=4,096; P=0,018] como de bazo (Figura 4b) [F(3,24)=3,753; P=0,024] en
ambos puntos de muestreo. Sin embargo, existieron variaciones relacionadas con la
infeccion y el tiempo. Se halld, por lo tanto, una inmunosupresion temprana mas
evidente en LNM en presencia de la infestacion por H.polygyrus (Gl: M=2,590;
SD=2,550 - G2: M=7,854; SD=7,554) respecto a los ratones no infectados (G4:
M=155,273; SD=76,266). Posteriormente existi6 una aparente recuperacion parcial (dia
35 pi) y, de hecho, en ese punto los ratones infestados solo con H.polygyrus (G2) no
fueron significativamente diferentes de los animales del grupo testigo. Esta
inmunosupresion temprana también se observé en células del bazo. En el caso de la
infeccion por L.infantum, la inmunosupresion siguidé un patron diferente y solo los

animales infectados con este parasito (G3: M=6,264; SD=10,638), y en menor medida
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el grupo coinfectado (G1: M=83,390; SD=54,134) mostraron valores significativamente
mas bajos que los animales del grupo testigo (M=233,145; SD=70,318) al final del
experimento. Estos resultados fueron particularmente claros con las células de LMN,

aunque el patron también se observo en las células esplénicas.
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Figura 4.

Respuesta linfoproliferativa en presencia de ConA en los linfonédulos mesentéricos (Figura 4a) y
bazo (Figura 4b) los dias 14 y 35 pi. Barras solidas: G1; barras vacias: G2; barras rayadas verticales:
G3; barras rayadas horizontales: G4. Los valores son media + desviacion estandar. * Diferencias
significativas (P<0,05).

De forma general, la linfoproliferacion especifica en presencia del extracto del
nematodo fue reducida tanto con células de LMN (Figura 5a) como esplénicas (Figura
5b). No obstante, a pesar de la supresion inespecifica inducida por el helminto, los
animales mas reactivos en LNM fueron los coinfectados con L.infantum
[F(2,18)=8,762; P=0,002], con diferencias significativas en el dia 14 pi (M=2,181;
SD=0,251) tanto respecto al grupo testigo (M=1,032; SD=0,376) como respecto a los
animales infestados solo con el helminto (M=0,904; SD=0,104). Este patrén también se
observo en el dia 35 pi, aunque las diferencias no fueron significativas. En el bazo
(Figura 5b), los ratones coinfectados (G1) también mostraron una mayor respuesta
proliferativa en el altimo muestreo (M=1,474; SD=0,365). Por su parte, la respuesta
frente al antigeno de Leishmania fue baja y no relacionada con el calendario de

infeccion de los grupos de animales (datos no mostrados).
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Figura 5.

Respuesta linfoproliferativa especifica frente al extracto soluble de adultos (ESA) de H.polygyrus en
los linfonédulos mesentéricos (Figura 5a) y bazo (Figura 5b). Barras solidas: G1; barras vacias: G2;
barras rayadas horizontales: G4. Los valores son media + desviacion estandar. * Diferencias significativas
(P<0,05).

e. La coinfeccion con L.infantum incrementd la respuesta de anticuerpos frente a

H.polygyrus

La respuesta de anticuerpos frente a H.polygyrus se desarrolld lentamente, y en
el dia 35 pi se observo una respuesta IgG, significativa frente a ESA en los grupos
infestados con el helminto (Figura 6a) [F(3,24)=37,939; P<0.0001]. La respuesta fue
superior en el grupo coinfectado (Gl: M=0,362; SD=0,098) que en los ratones
infestados solo con el nematodo (G2: M=0,311; SD=0,054), aunque las diferencias no
fueron significativas. No se observo respuesta IgG,, frente a ESA de Heligmosomoides
a excepcion de un valor atipico (“outlier”) (Figura 6b). La infeccion monoespecifica por
Leishmania (G3) provocd una respuesta IgG significativa, aparentemente relacionada
con la respuesta IgG,, (dia 35 pi), frente al antigeno homodlogo (ASL), mientras que no

se observo una respuesta especifica IgG; (no mostrado).
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Figura 6.

Niveles individuales de IgG; (Figura 6a) e IgG,, (Figura 6b) en suero de ratones experimentales en
los dias 14 y 35 pi frente al extracto soluble de H.polygyrus adulto (ESA) estimados por ELISA.
Circulos so6lidos: G1; cuadrados solidos: G2; triangulos solidos: G4. * Diferencias significativas
(P<0,001).

3.5. Discusion

En condiciones naturales, las coinfecciones son la norma en todas las especies
hospedadoras, incluidos los seres humanos (Petney y Andrews, 1998), y tienen un
impacto significativo en el curso de la enfermedad, el diagndstico y las medidas
preventivas requeridas (Vaumorin et al., 2015). Las interacciones helminto-protista son
muy complejas, desde una ausencia de interferencia (Kolbaum et al., 2011) hasta la
reducciéon muy notable de la inmunidad protectora (Su et al., 2005). En la mayoria de
las coinfecciones exploradas hasta el momento se ha encontrado algin tipo de
modulacion/cambio en la respuesta inmunitaria. La comparacion directa de los
resultados es extremadamente dificil ya que los mecanismos implicados y el resultado
final dependen de las especies de parésitos concretos y del protocolo experimental
empleado (ej. calendario, dosis administradas). En nuestro experimento, la coinfeccion
con L.infantum de ratones previamente infestados con H.polygyrus deteriord
fuertemente la respuesta inmunitaria frente al helminto. Esta interferencia se evidencio

por el empeoramiento de los principales parametros parasitologicos, tales como la
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mayor fertilidad aparente de las hembras adultas en la patencia inicial y las mayores

cargas de helmintos al final del experimento.

La tasa de establecimiento de los nematodos fue elevada (ca. 40%), en linea
con observaciones previas en primoinfestaciones por H.polygyrus (Fakae et al., 1997,
Gonzalez-Sanchez et al., 2014). Estudios recientes han hallado que la infeccion previa
con Toxoplasma gondii indujo una mayor fecundidad de las hembras de H.polygyrus el
dia 14 pi (Ahmed et al., 2017). Estos resultados fueron comparables a los obtenidos por
nosotros con una especie no relacionada, L.infantum. Asi, se halldo un notable aumento
en la eliminacion fecal de huevos en ratones coinfectados desde el dia 15 al 21 pi, sin
diferencias en el nimero de helmintos, respecto a los animales sometidos a una Unica
infestacion por H.polygyrus (14 dias pi). Por otra parte, en el momento de la eutanasia
final (35 dias pi) el numero de helmintos adultos en los ratones coinfectados fue
significativamente mas alto. Estos hallazgos son consistentes con la supresion parcial de
la respuesta Th2 en infestaciones por H.polygyrus (Maizels et al., 2012) y también han
sido descritos en otras coinfecciones con esta especie de helminto (Coomes et al., 2015;
Ahmed et al., 2017), independientemente del disefio experimental. En coinfecciones
H.polygyrus/Trypanosoma congolense no se encontraron diferencias en la fertilidad de
las hembras (Fakae et al., 1994, 1997). Sin embargo, este experimento no estaba
dirigido a la determinacion de la respuesta en primoinfestaciones por helmintos, sino a
la resistencia adquirida después del reto. Nuestros resultados sugieren que el calendario
de infecciones/infestaciones, orden de administracion y las especies de protistas son
aparentemente menos relevantes y, en ambos casos, la respuesta inmunitaria se polariza
hacia Thl, lo que resulta en una mayor fecundidad y longevidad de los helmintos. El
mecanismo real de esta interferencia es poco conocido y merece atencidon ya que es de
relevancia en el marco de los hospedadores infectados de forma natural, donde el

poliparasitismo es la regla (Griffiths et al., 2014).

La infeccion unica con L.infantum no provocd ningun cambio significativo en
el peso del bazo en ninguno de los momentos de muestreo (semanas 1 y 4 pi). La
infeccion intravenosa de ratones receptivos (ej. BALB/c) con Leishmania visceral
conduce a una invasion hepatica autolimitada y a un parasitismo esplénico progresivo.
Por lo tanto, nuestros resultados podrian estar posiblemente relacionados con el tiempo
postinfeccion transcurrido (Bankoti y Stéger, 2012). Los ratones infestados con

H.polygyrus o coinfectados ademas con L.infantum mostraron un notable aumento del
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peso del bazo, consistente con la respuesta inmunitaria inicial desarrollada frente a la
infestacion por el nematodo. Cabe sefialar que la coinfeccion con L.infantum en realidad
caus6 una reduccion inicial de los pesos del bazo (dia 14 pi) respecto a los observados
en ratones infestados solo por el helminto. Este resultado apoya la interferencia de la
coinfeccion y la disminucion de la respuesta protectora Th2 frente al nematodo (Finney
et al., 2007; Reynolds et al., 2012). La escasa linfoproliferaciéon especifica anti-
H.polygyrus observada en linfonddulos y bazo fue consistente con la inmunosupresion
inespecifica (ConA) provocada por la infestacion con el nematodo, particularmente en
las primeras etapas parasitarias (<14 dias pi). Por el contrario, la inmunosupresion en
ratones infectados con L.infantum (G3) se observo en etapas posteriores (dia 35 pi), tal
vez relacionada con el curso de la infeccion por esta especie (Bankoti y Stiger, 2012).
Las infecciones por Leishmania visceral inducen una respuesta mixta Th1/Th2 (Honoré
et al., 1998; Rolao et al., 2007; Loeuillet et al., 2016) y H.polygyrus es altamente eficaz
bloqueando la inmunidad protectora Th2 (Maizels et al., 2012). En nuestro experimento,
la primoinfestacion con el helminto provocd una elevacion de los niveles de IgG; anti-
H.polygyrus después de 35 dias, mientras que no se detectd IgG,,. Esto sugiere una
respuesta polarizada Th2 (Finney et al., 2007) y, en nuestras condiciones, la coinfeccion
con L.infantum incluso aument6 la respuesta de anticuerpos contra el helminto. La falta
de correlacion entre los niveles de IgG; y la proteccion (ej. reducida carga parasitaria o
eliminacion fecal de huevos) apunta hacia el escaso papel protector de los anticuerpos
detectados por ELISA (Hewitson et al., 2011). Aunque no es estrictamente comparable
a nuestro enfoque experimental, se ha observado que pacientes humanos coinfectados
con Leishmania visceral y helmintos no mostraron ninguna alteracion del curso de la
leishmaniosis (Tajebe et al., 2017) mientras que el resultado clinico de la infeccion
cutanea por L.braziliensis se vio significativamente alterado por la coinfeccion con
helmintos (O’Neal et al., 2007). Es posible que el estado clinico inicial de los pacientes,
el régimen terapéutico, la respuesta inmunitaria diferencial frente a Leishmania spp
viscerales y cutdneas y el momento de infeccion (protista, helminto) puedan explicar la

respuesta variable observada.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, nuestro experimento confirmé la
inmunosupresion inespecifica y especifica inducida por la primoinfestacion por
H.polygyrus en ratones. Lo que es mas importante, la coinfeccion con L.infantum de

animales previamente infestados con el helminto agravé la inmunosupresion, lo que dio
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lugar a mayores cargas parasitarias, superior eliminaciéon fecal de huevos y mayor
longevidad de los helmintos. La coinfeccion, aparentemente, polarizd la respuesta
inmunitaria hacia un tipo Thl no protector. Sin embargo, no se encontrd ningiin cambio
(“switch”) Th1/Th2 completo ya que los ratones coinfectados desarrollaron una notable
respuesta especifica de IgG; frente a Heligmosomoides. La falta de correlacion entre la
proteccion y los niveles de IgG; sugiere el escaso papel desempefiado por los

anticuerpos para hacer frente a la infestacion por helmintos.
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4.1. Resumen

Las infestaciones por nematodos gastrointestinales (NGI) estan presentes en
todo el mundo. Entre ellos, Haemonchus contortus es probablemente el nematodo
gastrico de mayor importancia econdomica en pequefios rumiantes. El escenario actual de
control de la enfermedad (resistencia a antihelminticos, ausencia de nuevos farmacos en
el mercado, necesidad de implementar una ganaderia sostenible) ha llevado a la
necesidad de nuevas estrategias de control, incluyendo la inmunoprofilaxis. Algunos
antigenos nativos, tanto ocultos como expuestos, han demostrado inducir niveles
significativos de resistencia frente a la hemoncosis. No obstante, los intentos de
expresion de sus homodlogos recombinantes han sido ineficaces en la proteccion frente a

la enfermedad.

Recientemente, se ha demostrado en diversos ensayos de inmunizacion la
eficacia del antigeno recombinante rHc23 en la proteccion de corderos frente a la
hemoncosis ovina. No obstante, la informacion disponible sobre esta proteina es muy
escasa. Por ello, se ha procedido a la secuenciacion tanto de su forma nativa (21,6 KDa)
como recombinante (24,2 KDa), para determinar la homologia entre ellas asi como con
las proteinas disponibles en las diversas bases de datos, confirmandose la equivalencia
entre ambas formas de la proteina asi como con la proteina deducida de las bases de
datos HCCO00515 y con la secuencia de la proteina previamente identificada por
Dominguez-Torafio et al. (2000) y Garcia-Coiradas et al. (2010). Esta homologia fue
confirmada tras el inmunorreconocimiento de la forma recombinante por sueros de

animales previamente inmunizados con la proteina nativa Hc23.

Los resultados obtenidos confirman que la proteina recombinante rHc23 y la
nativa Hc23, aislada de adultos de H.confortus, son la misma proteina. El alto nimero
de “spots” observados sugiere la presencia de posibles isoformas de la proteina, dada la
homologia entre sus secuencias. Esta homologia también fue observada con el “spot” de
46 KDa, lo que podria indicar la dimerizacion espontanea de la proteina en sus formas
tanto nativa como recombinante. Asimismo, se confirma la ausencia de contaminacion
de la muestra con otras proteinas que pudieran ser las responsables de su capacidad

inmunoprotectora.
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4.2. Introduccion

La hemoncosis es una enfermedad parasitaria de rumiantes causada por las
infestaciones con el nematodo géstrico Haemonchus contortus. La parasitosis esta
distribuida en todo el mundo y es responsable de importantes pérdidas econdémicas
(Waller y Chandrawathani, 2005; http://www.fao.org). El sistema de control de eleccion
ha sido el uso de antihelminticos (McKellar y Jackson, 2004). No obstante, la aparicion
de resistencias frente a todos los farmacos de amplio espectro comercializados y la
escasa innovacion de la industria farmacéutica en el desarrollo de nuevos
antihelminticos, limitan cada vez en mayor medida la utilizacion de esta tunica
herramienta (Kotze y Prichard, 2016; Lamb et al., 2017). Hay que sefialar que, de forma
especial en regiones desarrolladas, la presion social hacia una ganaderia mas sostenible
que garantice la conservacion del medio a la vez que asegura la ausencia de residuos
con actividad farmacologica en los productos de origen animal, hace necesaria la

exploracion de alternativas de control, entre ellas la inmunoprofilaxis.

Han sido numerosos los intentos de inmunizacion llevados a cabo en los
ultimos afios por distintos grupos de investigacion, tanto con proteinas nativas como
recombinantes (Bassetto y Amarante, 2015; Nisbet et al., 2016). No obstante, la
proteccion solo se ha obtenido con las formas nativas de algunos de estos antigenos,
habiendo resultado insatisfactorias las vacunaciones con sus homologos recombinantes
(Munn et al., 1993; Smith et al., 1994; Cachat et al., 2010; Roberts et al., 2013). La
proteina Hc23 ha sido eficaz en su forma nativa, con niveles de proteccion del 67-86%
(Fawzi et al., 2014). Recientemente, se ha demostrado la eficacia de su forma
recombinante, siendo la primera vacuna recombinante eficaz frente a la hemoncosis
(Fawzi et al., 2015; Matthews et al., 2016). No obstante, la informacion disponible
sobre esta proteina es muy escasa. Por ello, se ha procedido a su caracterizacion
mediante secuenciacion, electroforesis en 2D y posterior secuenciacion de los
fragmentos. Ademas, se han realizado estudios cristalograficos (difraccion de rayos X)
preliminares con objeto de determinar su estructura tridimensional y posible actividad

enzimatica.
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4.3. Material y métodos

a. Caracterizacion de las proteinas Hc23 y rHc23 mediante electroforesis de dos

dimensiones y secuenciacion por espectrometria de masas (“huella peptidica”)

Se realiz6 un estudio tanto de la proteina nativa (Hc23) como de la
recombinante (rHc23) mediante electroforesis en 2D. Se resuspendieron ambas
proteinas liofilizadas en 200uL de agua milliQ y se precipitaron (“kit 2D-Clean Up”,
GE Healthcare, Reino Unido). Se centrifugaron en acetona y la proteina se solubiliz6 en
tampon de hidratacion [7M urea, 2M tiourea, 4% p/v CHAPS (3-(cloroamido propil)-
dimetilamonio-1- propanosulfato), 100mM DeStreak y 2% anfolitos pH 3-11] a una
concentracion final de 50pg/tira IPG (gradientes de pH inmovilizados en soporte de

plastico) de 7cm (GE Healthcare, Reino Unido) y se hidrataron durante 15 horas.

Las proteinas se separaron por isoelectroenfoque (IEF) (pH 3-11) mediante a
20°C siguiendo el programa siguiente: 120V-15min, 500V-15min, 500V-1000V en
gradiente-2h, 1000V-5000V en gradiente-2h, 5000V-2h. Posteriormente las tiras fueron
equilibradas en tampo6n [SOmM Tris-HCI pH 6,8, 6M urea, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/v)
SDS] con solucién reductora [2% (p/v) DTT] durante 12min para reducir los puentes
disulfuro y con solucion alquilante [2,5% (p/v) iodoacetamida] durante Smin para el
bloqueo de los grupos tiol. Se realizo una electroforesis 2D de las tiras IEF en geles de
poliacrilamida 12,5%T-2,6%C a T* ambiente 100V-2h con los marcadores de peso
molecular (Precision Plus Protein Dual Colours, BioRad, Alemania). Los geles se
tifieron con azul de Coomassie para la visualizacion de las proteinas o se transfirieron a
una membrana de PVDF (Di-fluoruro de polivinilideno) para su tincion con Rojo
Ponceau y la posterior inmunodeteccion mediante Western Blot (WB). Para ello, tras la
visualizacion de las proteinas, se lavaron las membranas, se bloquearon con leche
desnatada al 5% y se volvieron a lavar. Se siguid el protocolo standard de WB. Se
incubaron las membranas electrotransferidas con una mezcla de sueros de animales
vacunados con la proteina Hc23+Al(OH); e infestados con 15.000L3 de H.contortus a
una dilucion 1/100 (37°C - 3h) y se utilizé el conjugado anti-sheep IgG-HRP (Sigma-
Aldrich, EE.UU.) a una dilucién 1/1000 (37°C - 1h). La membrana se revel6 con
0,5mg/mL del sustrato 4-cloro-1-naftol. Se procedié a la digestion de las proteinas

nativa y recombinante con tripsina y Staphylococcus aureus Endo V8 para obtener su
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huella peptidica mediante espectrometria de masas. Para ello se emplearon tanto las
proteinas purificadas y la banda de peso aproximado 23 KDa obtenida en gel SDS-
PAGE como los diversos “spots” obtenidos tras la realizacion del gel 2D. Se
determinaron las homologias con Protein Prospector y se compararon con las bases de

datos NCBI Resources, NIH, Bethesda MD, USA, Matrix Science y MASCOT.

Los estudios fueron realizados en la Unidad de Proteémica de la UCM,

miembro del equipo ProteoRed-ISCIIIL.

b. Estudio cristalografico preliminar de rHc23

Para la cristalizacion se utilizd el método “sitting drop” en placas de 48
pocillos MRC-maxi plates de Jena Bioscience (Jena, Alemania). La proteina liofilizada
se resuspendi6 en agua milliQ a una concentracion final de 10mg/mL. En cada pocillo
se afnadio 1pL de solucion de proteina (10ng), 0,5uL de detergente y 1uL de solucion
de solucién tamponada (reservorio) (Benvenuti y Mangani, 2007). Se utilizaron 3
detergentes diferentes (Heptanoil-N-metilglucamida, MEGA-7, N-Octil-B-D-glucésido).
Los pocillos se equilibraron a T* ambiente (20°C) frente a 200uL de solucién de
reservorio. Se utilizaron diversas soluciones de precipitacion en la soluciéon de
reservorio: G1 (0,6M sulfato de magnesio hidratado, 0,1M HEPES so6dico pH 7,5 y 4%
v/v PEG 400), C4 (0,1M citrato sodico deshidratado pH 5,6 y 1M sulfato de magnesio
heptahidratado) y E3 (0,1M sulfato de litio monohidratado, 0,1M ADA pH 6,5 y 1M
sulfato de magnesio hidratado). Los cristales obtenidos se transfirieron a soluciones
crioprotectoras preparadas enriqueciendo cada precipitante con PEG 400 al 20% v/v y
se congelaron en nitrogeno liquido. El estudio de los cristales obtenidos se realiz6
mediante difraccion de rayos Xen aparato ID30-B (variable focus, tuneable energy

beamline) en el European Synchrotron Radiation Facility (ESRF), Grenoble, Francia.
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4.4. Resultados y discusion

a. Caracterizacion de las proteinas Hc23 y rHc23 mediante electroforesis 2D y

secuenciacion por espectrometria de masas (“huella peptidica”)

En la electroforesis SDS-PAGE llevada a cabo, la proteina nativa mostré una
masa molecular esperada de 21,61 KDa y un punto isoeléctrico de 6,5, siendo de 6,71

para la proteina recombinante con una masa molecular de 24,15 KDa (Figura 1).

PM (KDa) Hc23  rHc23
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Figura 1.

45
Analisis electroforético (12,5% SDS-PAGE) de la proteina

nativa Hc23 y recombinante rHc23 purificadas y tefiidas con

o azul de Coomassie. Marcador de peso molecular (PM) en KDa.

20,1

La secuenciacion de la proteina nativa Hc23 tras su digestion con tripsina y
Endo V8, tanto de la proteina purificada como de la proteina aislada a partir del gel, dio
lugar a multiples secuencias peptidicas coincidentes con la secuencia de la proteina

hipotética HCC00515 (Garcia-Coiradas et al., 2009) (Figura 2).

1 AGLFAHHPPX EEGLPQFVND LPADDQAKLK DIWKNWKEGD KCYHEQGLTR
51 DLVETLPTEI RRKISKDALL PPPVRKAPEE VQEQFRKIIN DKTIPVEEKH
101 KKMNELAQKV LTGDNLKEYN EFTAHIEDRH KAVADKAATL SPEAKAAYDK
151 TIAKLEKEKHD ITIASLNEQAQ EELFQVFKLR HSKSAKD

Figura 2.

Secuencias peptidicas de la proteina nativa Hc23 identificadas por espectrometria de masas y
huella peptidica tras su digestion con tripsina y Endo V8 (rojo), coincidentes con la proteina
hipotética HCC00515.
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Tras tefiir el gel 2D de la proteina nativa Hc23 con azul de Coomassie (Figura
3) se visualizaron 7 “spots” de peso molecular similar al esperado, 23 KDa, asi como un

“spot” adicional de peso aproximado 46KDa.
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Figura 3.

Analisis electroforético
2D de la proteina
nativa Hc23 de
Haemonchus contortus
teflida con azul de
Coomassie. Las flechas
indican los  “spots”
identificados (NO — N7).
PM, marcador de peso
molecular en KDa.
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Se procedié al aislamiento y digestion con tripsina de los 8 “spots™ obtenidos
para su posterior secuenciacion, descartando asi una posible contaminacion de la
muestra con otras proteinas. Todos los “spots” mostraron secuencias homologas a la
proteina deducida HCCO00515, confirmando y ampliando las secuencias obtenidas
previamente. El alto nimero de “spots” observados hace pensar en posibles isoformas
de la proteina Hc23. El “spor” N1 (46 KDa) presentd homologia con la secuencia de

Hc23, lo que podria indicar la dimerizacion espontanea de la proteina.

Al realizar el inmunorreconocimiento (WB) con mezclas de sueros de animales
vacunados con la proteina Hc23 + Al(OH); (Figura 4), se confirmé el reconocimiento

de todos los “spots” obtenidos en la electroforesis de 2D.
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Figura 4.

Western Blot de los “spots” de

Hc23 obtenidos tras la

electroforesis de 2D y su

e - inmunorreconocimiento

| mediante el empleo de mezclas

séricas de animales vacunados

con la proteina nativa +

Al(OH);, PM, marcador de peso

-‘” molecular en KDa. 3-11: escala
de punto isoeléctrico.

Con todas las secuencias obtenidas en las diversas digestiones y los residuos

previamente determinados mediante degradacion de Edman (Garcia-Coiradas et al.,

2009), se obtuvo la siguiente secuencia final de la proteina nativa Hc23 (Figura 5):
1 AGLFAHHPPX EEGLPQFVND LPADDQAKLK DIWKNWKEGD KCYHEQGLTR
51 DLVETLPTEI RRKISKDALL PPPVRKAPEE VQEQFRKIIN DKTIPVEEKH
101 KKMNELAQKV LTGDNLKEYN EFTAHIEDRH KAVADKAATL SPEAKAAYDK
151 TIAKLEKEKHD ITASLNEQAQ EELFQVFKLR HSKSAKD
Figura 5.

Secuencia total de proteina Hc23 obtenida por espectrometria de masas y huella peptidica tras su
secuenciacion en solucion y electroforesis en 2D (rojo). Resaltados en amarillo los aminoécidos
previamente determinados por degradacion de Edman (Garcia-Coiradas et al., 2009).

Tras la digestion con tripsina y Endo V8 de la proteina recombinante rHc23 y

su posterior secuenciacion, se obtuvieron las siguientes secuencias coincidentes con la

proteina hipotética HCC00515 (Figura 6).
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1 MRTLVLVAIS VAAVSAAGLF AHHPPPECGL PPFVNDLPAD DQAKLKDIWK
51 NWKEGDKCYH EQGLTRDLVE TLPTEIRRKI SKDALLPPPV RKAPEEVQEQ
101 FRKIINDKTI PVEEKHKKMN ELAQKVLTGD NLKEYNEFTA HIEDRHKAVA
151 DKAATLSPEA KAAYDKIAKL EKEKHDIIAS LNEQAQEELF QVFKLRHSKS
201 AKDLEHHHHH H

Figura 6.

Secuencias peptidicas de la proteina recombinante rHc23 identificadas por espectrometria de
masas y huella peptidica tras su digestion con tripsina y Endo V8 (rojo), coincidentes con la
proteina hipotética HCC00515.

La realizacion del gel de 2D revel6 4 “spots™ diferentes (Figura 7), tres de ellos
de peso molecular aproximado 24 KDa y un “spot” adicional de 46 KDa, todos con el

mismo punto isoeléctrico.
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Figura 7.

Electroforesis en 2D de la proteina recombinante rHc23, tefiida con azul de Coomassie. Las flechas
indican los “spots” identificados (R1 - R4). Marcador de peso molecular (PM) en KDa. 3-11: escala de
punto isoeléctrico.
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Los “spots” fueron secuenciados individualmente siguiendo el mismo
protocolo para descartar una posible contaminacion de la muestra, observandose que
correspondian a la misma proteina. Este resultado apoya la dimerizacion espontanea de

la proteina en su forma recombinante.

La secuencia final en la proteina recombinante rHc23, obtenida tras las
determinaciones realizadas mediante espectrometria de masas y huella peptidica, fue la

siguiente (Figura 8):

1 MRTLVLVAIS VAAVSAAGLF AHHPPPECGL PPFVNDLPAD DQAKLKDIWK
51 NWKEGDKCYH EQGLTRDLVE TLPTEIRRKI SKDALLPPPV RKAPEEVQEQ
101 FRKIINDKTI PVEEKHKKMN ELAQKVLTGD NLKEYNEFTA HIEDRHKAVA
151 DKAATLSPEA KAAYDKIAKL EKEKHDIIAS LNEQAQEELF QVFKLRHSKS
201 AKDLEHHHHH H

Figura 8.

Secuencia final de la proteina recombinante rHe23 identificada por espectrometria de masas y
huella peptidica tras la digestién con tripsina y EndoV de la proteina en solucion, en gel, y de los
“spots” obtenidos tras la electroforesis 2D. Resaltadas en rojo las secuencias obtenidas. Amarillo los
aminoacidos previamente determinados por degradacion de Edman (Garcia-Coiradas et al., 2009).

Se realizo el inmunorreconocimiento de la proteina por WB observandose su
reconocimiento tras el empleo de sueros de animales vacunados con Hc23 (Figura 9),

confirmando de nuevo que se trata de la misma proteina.
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Inmunorreconocimiento mediante 2D
Western Blot de la proteina
recombinante rHc23 con sueros de
animales vacunados con la proteina
Hc23 + AI(OH); PM, marcador de peso
molecular en KDa.
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Se compararon las secuencias de ambas proteinas, lo que confirmo6 la
homologia de la forma recombinante con la secuencia obtenida en la proteina nativa,

mostrando la siguiente secuencia final (Figura 10):

1 MRTLVLVAIS VAAVSAAGLF AHHPPPECGL PPFVNDLPAD DQAKLKDIWK
51 NWKEGDKCYH EQGLTRDLVE TLPTEIRRKI SKDALLPPPV RKAPEEVQEQ
101 FRKIINDKTI PVEEKHKKMN ELAQKVLTGD NLKEYNEFTA HIEDRHKAVA
151 DKAATLSPEA KAAYDKIAKL EKEKHDIIAS LNEQAQEELF QVFKLRHSKS
201 AKDLEHHHHH H

Figura 10.

Alineamiento de los péptidos finales de la proteina Hc23 y rHc23 obtenidos con la proteina
hipotética HCCO00515 (Garcia-Coiradas et al., 2009) deducida en las bases de datos. En rojo las
secuencias obtenidas. En amarillo los aminoacidos previamente determinados por degradacion de Edman
(Garcia-Coiradas et al., 2009).

El anélisis de la secuencia final obtenida con las bases de datos disponibles
mostrd una alta homologia con diversas proteinas de H.contortus (CDJ92660.1 y
CDJ88397.1 en la base de datos NCBI-Blast; U6P8378 y U6PFC7 empleando Uniprot)
cuyas funciones siguen siendo desconocidas. La proteina CDJ92660.1 contiene el
dominio DUF148, frecuente en otros nematodos como Caenorhabditis and Ascaris
suum. Asimismo, la secuencia de Hc23 mostrd un 58% de homologia con la proteina
hipotética NECAME 07527 de Necator americanus. No se observaron homologias con
la proteina de E/S de peso molecular similar empleada en ensayos de vacunacién por
Schallig et al. (1997), inmunolocalizada en el eséfago del parasito adulto. Existié un
100% de homologia con la proteina identificada por Dominguez-Toraino et al. (2000) y
Garcia-Coiradas et al. (2010) y localizada en los cordones hipodérmicos de H.contortus
(Garcia-Coiradas et al., 2009). La funcion de esta proteina es desconocida. No obstante,
proteinas antioxidantes pertenecientes a la familia de las peroxirredoxinas, localizadas
en esta region en otras especies parasitarias, se han asociado con funciones de defensa.
Estas proteinas altamente conservadas, observadas en Dirofilaria immitis
(Chandrashekar et al., 2000) y Onchocerca volvulus (Ziptel et al., 1998), controlan el
dafio oxidativo generado por los radicales libres producidos en exceso por las células

del hospedador.
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b. Estudio cristalografico de rHc23

El estudio realizado permitié la obtencion de cristales de rHc23 con el
detergente MEGA-7 y tras varios dias de precipitacion empleando distintas condiciones
(Figura 11). Sin embargo, su pequeilo tamafio e inestabilidad no permitid, tras su
estudio cristalografico, la elaboracion de un modelo tridimensional. Ya que el
rendimiento de la produccién de proteina recombinante podria ser incrementado, es
esperable que posteriores estudios con cantidades superiores permitan obtener cristales

de mayor tamafio (refinando el método de precipitacion).

Condition G1 Condition E3

(\

Figura 11.

Cristales de proteina rHc23 obtenidos tras su cristalizacion con detergente MEGA-7 bajo tres
condiciones diferentes de precipitacion (G1, C4, E3).
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5.1. Resumen

Haemonchus contortus es el nematodo gastrointestinal mas virulento de
ganado ovino y caprino. Las infestaciones repetidas naturales o experimentales, asi
como varios antigenos nativos, confieren una proteccion parcial frente a las
reinfestaciones. En general, los resultados de las vacunaciones con antigenos
recombinantes no han sido satisfactorios, aunque los niveles de proteccion alcanzados
con rHc23 han sido prometedores. En este capitulo presentamos los resultados
obtenidos en ensayos de vacunacion de corderos empleando dos dosis de rHc23 y

adyuvantes estandar.

Se vacunaron hembras de 6 meses de edad de raza Manchega con rHc23 (50 o
200pg/dosis) y ImL de hidréxido de aluminio en las semanas -6, -4 y -2 o con
200pg/dosis de rHe23 + 5mg de QuilA en las semanas -7, -4 y -1. Los corderos de los
grupos testigo recibieron el adyuvante en los mismos dias. Por otra parte, un grupo no
recibié ningun tratamiento ni infestacion. En el dia 0, se administré una dosis Unica
monoespecifica de 4.000 L3 de H.contortus por via oral. La infestacién se mantuvo
durante 58 dias y el seguimiento incluy6 la determinaciéon de la respuesta sérica de
anticuerpos especificos (ELISA, Western Blot), parametros hematoldgicos (recuento de
eosinofilos, hematocrito) y recuentos fecales de huevos (huevos por gramo de heces,
hpg). Como criterios de eficacia se consideraron la ausencia de alteraciones del valor
hematocrito y la reduccion de la eliminacion de huevos del helminto y del nimero de
parésitos en abomaso al final del experimento. La inmunizacion con ambos adyuvantes
y dosis de antigeno provocéd una fuerte respuesta de anticuerpos especificos,
especialmente con QuilA. Los grupos inmunizados mostraron una reduccion
significativa de la eliminacion fecal de huevos y de la carga parasitaria en abomaso. La
mayor proteccion de los corderos frente a la infestacion se logré con hidroxido de
aluminio + 200pg/dosis de rHc23, con una reduccion de la carga de helmintos en

abomaso de mas del 70% y de mas del 80% en la eliminacion fecal de huevos.

Estos resultados sugieren que rHc23 podria ser un valioso candidato
recombinante para la vacunacion frente a la hemoncosis. La falta de correlacion
observada entre los niveles de anticuerpos y la proteccion sugiere la participacion de
componentes tanto humorales como celulares en la respuesta protectora inducida por

rHc23.
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5.2. Introduccion

Las infestaciones de rumiantes por nematodos gastrointestinales estan
presentes en todo el mundo. Entre ellas la hemoncosis, enfermedad causada por
Haemonchus contortus, es probablemente la més relevante y representa alrededor del
15% de todas las enfermedades gastrointestinales de pequefios rumiantes
(http://www.fao.org). La infestacion por este nematodo gastrico, aunque presente en
todas las areas con un numero significativo de ovejas y cabras, es mas frecuente en
zonas calidas y ha sido considerado la “némesis” de los sistemas de produccion de
pequetios rumiantes en regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo (Emery et
al., 2016). La distribucion de este parasito se relaciona con su capacidad de adaptacion a
condiciones ambientales variables, la alta fertilidad de las hembras y su caracteristica
relacion con el sistema inmunitario de los animales infestados. Dado el impacto
economico de la enfermedad y su extension, el control de la hemoncosis es critico. Los
antihelminticos, incluida su administracion masiva, han sido la principal herramienta
para limitar la infestacién. Sin embargo, la resistencia frente a estos farmacos es global
(Kaplan y Vidyashankar, 2012; Rose et al., 2015) y los costes asociados a la medicacion
repetida de los animales son dificilmente asumibles para muchos ganaderos. Sin duda,
el control eficaz de 1la hemoncosis requiere un enfoque integrado basado en el empleo de
diversos sistemas de control (ej. antihelminticos, rotacion de pastos) de relevancia
variable dependiendo de las condiciones ambientales, las razas animales, los sistemas de
manejo y los objetivos de produccion. Entre estos sistemas, la inmunoprofilaxis podria
ser de utilidad. Se sabe que en condiciones naturales o experimentales, los pequefios
rumiantes desarrollan resistencia frente a la reinfestacion tras una primera exposicion al
parasito (Gamble y Zajac, 1992; Miller y Horohov, 2006; McRae et al., 2015).
Asimismo, en condiciones experimentales, la vacunacion con diferentes antigenos
larvarios (L3) y de adultos de H.contortus induce niveles significativos de proteccion
(Schallig y van Leeuwen, 1997; Newton y Munn, 1999; Cachat et al., 2010).
Actualmente, basandose en un enfoque similar al utilizado para desarrollar la vacuna
BmS86 frente a garrapatas (Willadsen et al., 1995), se ha comercializado un antigeno
nativo de H.contortus (Barbervax®), ampliamente utilizado en Australia. Sin embargo,
esta aproximacion, aunque valiosa, tiene algunas limitaciones tales como el nimero
requerido de revacunaciones (5-6) (Emery et al., 2016; Magalhaes et al., 2017), la

proteccion limitada obtenida en ciertas circunstancias (Meier et al.,, 2016) y las
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consideraciones éticas por el uso de animales infestados para la obtencioén del antigeno
nativo. El desarrollo de vacunas de subunidades frente a helmintos para su aplicacion
practica seria un avance en el control de las infestaciones por NGI y, en particular, de la
hemoncosis (Matthews et al, 2016). Lamentablemente, ningun equivalente
recombinante de los antigenos nativos que inducen proteccion, incluida H-gal-GP, ha
demostrado producir niveles significativos de proteccion frente a la infestacion por
H.contortus (Schallig y van Leeuwen, 1997; Redmond y Knox, 2004; Yanming et al.,
2007; Cachat et al., 2010). La vacunacion estindar de corderos con un antigeno
expuesto de adultos de H.contortus (Hc23) y su version recombinante (rHc23) han
logrado reducciones del 70-80% en la eliminacion fecal de huevos y la carga parasitaria
adulta en abomaso en infestaciones experimentales (Fawzi et al., 2014; Fawzi et al.,
2015). El uso de un antigeno recombinante para la vacunacién contra la hemoncosis
tiene importantes ventajas (ej. produccion estandarizada, enfoque ético, facil manejo y
almacenamiento, entre otros). Dado que Hc23 es un antigeno expuesto, una proteccion
superior al 60% seria considerada adecuada como sistema de control (Barnes et al.,
1995). La eficacia de las vacunas depende en gran medida, entre otros factores, de la
dosis de antigeno administrada y el adyuvante empleado. En este estudio presentamos
los resultados obtenidos en ensayos de vacunacion con rHc23 frente a la hemoncosis

ovina empleando diferentes dosis de antigeno y adyuvantes.

5.3. Material y métodos
a. Extracto soluble de adultos de H.contortus

Los adultos de H.contortus, principalmente hembras, obtenidos del abomaso de
corderos donadores infestados monoespecificamente, fueron lavados en PBS, tratados
con inhibidor de proteasas (Roche, Alemania) y almacenados a -80°C. Los helmintos
descongelados fueron sometidos a 8 ciclos de congelacion-descongelacion de 20 min,
homogeneizados en un homogenizador de tejido de vidrio-en-vidrio y centrifugados a
30.000 xg, 30 min, 4°C. Se recuper6 el sobrenadante (extracto soluble de adulto, ESA),
se determiné la concentracion de proteinas con el método RC/DC (Bio Rad, Alemania)

y el extracto se almacen6 a -80°C hasta su uso.
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b. Produccion de la proteina recombinante rHc23

La proteina recombinante rHc23 se obtuvo a partir del inserto ligado al vector de
expresion pET29b previamente obtenido en nuestro laboratorio, amplificado en células
competentes E.coli XL2-blue y almacenado a -80°C (Fawzi et al., 2015). Tras la
descongelacion, las bacterias fueron cultivadas en medio LB-kanamicina (Sigma,
EE.UU.) y el plasmido fue purificado con el kit “QIAprep Spin Miniprep” (Qiagen,
Alemania) y transformado en células E.coli BL21 (DE3). La proteina se expres6 con
una concentracion final de 0,5mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG)
(Roche, Alemania). Las bacterias se lisaron por sonicacion y la proteina recombinante
(rHc23) fue purificada por cromatografia de afinidad en columna de niquel. El eluato
fue dializado frente a PBS, liofilizado y almacenado a -20°C hasta su uso. Para las
inmunizaciones de los corderos y las determinaciones inmunoldgicas, la proteina se

resuspendidé en PBS y se determind y ajustd su concentracion.

c. Parasitos

La fase infestante (L3) fue obtenida de corderos donadores sometidos a
infestaciones monoespecificas con H.contortus. El aislado fue cedido originalmente por
Merck, Sharp & Dohme (Madrid, Espafia) y ha sido mantenido en nuestro laboratorio
mediante pases sucesivos en corderos desde hace mas de 25 afos. El material fecal fue
cultivado (26°C, 80% humedad relativa, 7 dias) y las L3 recuperadas con un aparato de
Baermann (MAFF, 1971). Las larvas limpias se mantuvieron en agua a 4°C hasta su

uso.

d. Corderos y disefio experimental

Se obtuvieron 45 corderos de raza Manchega de un productor local
(Explotacion El Navajo, Mondéjar, Guadalajara, Espafia) con 4 meses de edad. Tras su
llegada, los animales fueron tratados con albenzadol (Albendex 10%, SP Veterinaria
SA, Espafia), sometidos a cuarentena y alojados en las instalaciones de la Granja
Experimental (ES280790000137) de la Facultad de Veterinaria, UCM (Madrid) en
condiciones libres de helmintos. Los animales fueron alimentados con pienso comercial

(El Arca de Noé¢, Espafia) y con paja y agua ad libitum. Los corderos se dividieron de
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forma estratificada (peso vivo) en 7 grupos. Los grupos 1 (Gl) y 2 (G2) fueron
inmunizados con rHc23 (50 o 200ug/dosis, respectivamente) + ImL de hidroxido de
aluminio [AI(OH);] (Brenntag, Alemania) via intramuscular las semanas -6, -4 y -2
preinfestacion. El grupo 3 (grupo testigo de adyuvante, G3) fue tratado solo con
Al(OH)s. Los corderos del grupo 4 (G4) fueron inmunizados via intramuscular con
200pg/dosis de rHe23 + 5Smg de QuilA (Brenntag, Alemania) las semanas -7, -4 y -1
preinfestacion. Los animales del grupo 5 (grupo testigo de adyuvante, G5) recibieron
solo QuilA en los mismos dias. Los corderos del grupo 6 (G6) no recibieron ningin
tratamiento y el grupo 7 (G7) se mantuvo como grupo testigo no tratado y no infestado.
El dia 0, los animales de los grupos 1 al 6 fueron sometidos al reto con una infestacion
monoespecifica de 4.000 L3 de H.contortus. Al final del experimento (dia 58
postinfestacion, pi) los animales fueron sacrificados en un matadero local (Villarejo de
Salvanés, Madrid) y los abomasos fueron recuperados y transportados en refrigeracion
al laboratorio para la estimacion de la carga de parasitos adultos. Los detalles sobre el
numero de animales y el disefio experimental se muestran en la Tabla 1. El disefio y los
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Etica de la UCM y
autorizados por el gobierno regional (Comunidad de Madrid) (PROEX 75/14). Para
evitar el uso innecesario de animales, los grupos testigo (G6 y G7) fueron empleados

simultdneamente para otros experimentos.

Tabla 1.

Diseiio experimental del ensayo de vacunacion de corderos con rHc23 frente al reto con
Haemonchus contortus.

Al(OH); Al(OH); QuilA QuilA H.contortus

+ rHe23 + rHec23 (4.000 L3)
Grupo 1 |7] + (3 x 50pg rHe23) +
Grupo 2 |7] + (3 x 200pg rHe23) +
Grupo 3 [6] + +
Grupo 4 |7] + (3 x 200ug rHe23) +
Grupo 5 [6] + +
Grupo 6 [7] +
Grupo 7 5] -

En corchetes el numero de animales de cada grupo experimental.
+: Tratamiento recibido.
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e. Seguimiento, punto final y criterios de eficacia
1. Muestras de sangre

Las muestras sanguineas se obtuvieron por puncion de la vena yugular en tubos
al vacio Vacutainer las semanas -7, -3, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 pi. Las muestras para
analisis séricos se dejaron coagular, se centrifugaron a 800 xg y se almacenaron a -20°C
hasta su uso. Se determinaron el valor hematocrito (PCV) (%) y el recuento de
eosinofilos en muestras de sangre con anticoagulante (EDTA) y técnicas estandar de

laboratorio.

ii. Enzimoinmunonsayo (ELISA) y Western Blot

Las técnicas de ELISA y Western Blot (WB) se realizaron siguiendo un
protocolo previamente publicado (Cuquerella et al., 1991) con ligeras modificaciones.
Se fijaron las condiciones Optimas para la realizacion del ELISA. Brevemente, se
tapizaron las microplacas de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) con 100uL de ESA
(S5pg/mL) o rHc23 (1ug/mL) a 4°C durante 16h y se bloquearon con 5% de albimina
sérica bovina (BSA) (1h, 37°C). Se emplearon muestras séricas individuales a una
dilucion 1/200 en PBS-Tween durante 1h a 37°C. El conjugado (anti-sheep 1gG-AP,
Sigma, EE.UU.) se diluy6 1/8000 para las placas tapizadas con ESA y 1/32000 para las
tapizadas con rHc23 y se incubaron durante 1h a 37°C. El sustrato fue Img/mL de 4-
nitrofenil-fosfato (Sigma, EE.UU.) y se determiné la densidad 6ptica (DO) con el lector
de placas Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) a 405nm.

La electroforesis del ESA de H.contortus (14,7ug/cm de gel) y rHc23
(2,65pg/cm de gel) se realizo en geles de acrilamida-bisacrilamida (Merck, Alemania)
al 12,5%. Los marcadores de peso molecular (PM) fueron de GE Healthcare (Reino
Unido) y la electroforesis se realiz6 a 80V - 30 min, seguido de 1h a 150V. Se
transfirieron los geles a membranas de Immobilon P (Millipore, EE.UU.) durante 2 /2 h,
400mA. Las membranas se lavaron y bloquearon con leche desnatada al 5% (Sveltesse,
Nestl¢) durante 1h, se cortaron en tiras (3mm de ancho) y se incubaron con mezclas
séricas de cada grupo (dilucion 1/100 en TBS-leche desnatada al 5%) correspondientes
al dia 21pi durante 3h, 37°C, en agitacion. El conjugado (anti-sheep IgG-HRP, Sigma,
EE.UU.) se empled a una dilucién 1/1000 en TBS-T durante 1h - 37°C. Tras los lavados
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(TBS-T, TBS) se afiadio el sustrato (84mL TBS + H,0; al 0,05% + 0,5mg/mL 4-cloro-

I-naftol + 16,8mL metanol) y se detuvo la reaccion con agua destilada.

iii. Determinaciones parasitologicas

Se tomaron muestras fecales individuales del recto semanalmente desde el
inicio de la patencia hasta la semana 7pi. Las muestras se analizaron con la técnica de
McMaster modificada (MAFF, 1971) y los resultados se expresaron como huevos por
gramo de heces (hpg). Se determinaron las medias aritmética y geométrica de los
recuentos de huevos en cada punto de muestreo. Los recuentos individuales de hpg
fueron transformados para su normalizacion [log (x+1)]. La eliminacion fecal de huevos
acumulada se estimo utilizando el método trapezoidal para determinar el 4rea bajo la
curva (AUC) de los animales y grupos. El abomaso de los corderos experimentales se
abrio por la curvatura mayor, se recogio el 10% de contenido y se conservé en formol al

5% a temperatura ambiente hasta el recuento de los helmintos adultos.

iv. Criterios de eficacia

El éxito de la inmunizacion de los animales experimentales se determind
mediante la valoracion de los niveles séricos de anticuerpos anti-rHc23. La reduccion de
la eliminacion fecal de huevos, de la carga parasitaria en abomaso y del valor
hematocrito fueron considerados como estimaciones del nivel de proteccion logrado con

la inmunizacion con la proteina recombinante rHc23.

f.  Analisis estadistico

Los valores mostrados son la media + desviacion estandar. Las medidas
repetidas (ELISA, hpg y PCV) se analizaron con un modelo lineal mixto seguido de una
prueba post hoc (comparacion multiple Tamhane para ELISA y Bonferroni para hpg y
PCV) entre grupos experimentales. La homogeneidad de los grupos fue analizada
mediante el test de Tukey. La eliminacion fecal de huevos acumulada (AUC), los
recuentos de eosindfilos y la carga de helmintos en abomaso se analizaron mediante

ANOVA de 1 via. En todos los casos, la significacion se fijo en P<0,05.
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5.4. Resultados
a. Respuesta sérica de anticuerpos

La inmunizacion con rHc23 con ambos adyuvantes (hidroxido de aluminio y
QuilA) provoco una fuerte respuesta de anticuerpos IgG especificos frente a la proteina
recombinante en los tres grupos vacunados (G1, G2, G4) (Figura 1a). Se observaron
diferencias entre los grupos desde la segunda inmunizacion (semana -3) hasta el final
del experimento. Los corderos vacunados mostraron niveles de anticuerpos
significativamente mas elevados (P<0,05) que el resto de grupos, especialmente los

inmunizados con rHc23 + QuilA.
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Figura 1.

Respuesta sérica IgG especifica de corderos vacunados con rHc23 a lo largo del experimento.
Figura 1a: Respuesta sérica IgG anti-rHc23 de corderos experimentales. Figura 1b: Niveles séricos IgG
anti-H.contortus (ESA) a lo largo del experimento. Los sueros se diluyeron 1/200 y los datos son la media
+ desviacion estandar de los valores de densidad optica (DO) observados antes de la infestacion (semanas
-7y -3), el dia de la infestacion (semana 0) y postinfestacion semanalmente hasta la semana 7pi.
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La respuesta sérica IgG frente ESA (Figura 1b) mostrd un patron similar. Los 3
grupos inmunizados presentaron un fuerte reconocimiento del extracto soluble de
H.contortus. Los corderos vacunados con QuilA (G4) fueron significativamente
diferentes a los no vacunados a lo largo de todo el periodo experimental. Por otra parte,
los animales inmunizados con rHc23 + AI(OH); (G1, G2) mostraron una respuesta IgG
frente a ESA menos duradera y no se observaron diferencias con los corderos no
vacunados en la ultima semana de muestreo. La primoinfestacion sin tratamiento (G6)

no indujo ninguna respuesta significativa frente a H.contortus.

Los resultados del ELISA confirmaron que la inmunizacién fue exitosa y se
obtuvieron altos niveles de anticuerpos anti-rHc23 independientemente del adyuvante y
de la dosis de antigeno empleada en la inmunizacién con aluminio. Las respuestas de
anticuerpos observadas frente a rHc23 o ASE fueron comparables, particularmente con
la saponina (Quil A). Esto fue confirmado por WB ya que las mezclas séricas de los
grupos inmunizados reaccionaron con rHc23 (Figura 2a) y también con ESA de
H.contortus (Figura 2b). La reactividad del grupo inmunizado con QuilA (G4) fue
aparentemente mas evidente. Cabe destacar que en el WB con ESA, ademés de la

reactividad a 23 KDa, existio una débil reaccion correspondiente a ca. 46 KDa.

14,4

Figura 2.

Inmunorreconocimiento (WB) de rHc23 y extracto soluble de adulto (ESA) por corderos vacunados
con rHc23. Figura 2a: Inmunorreconocimiento de rHc23 (2,65pg/cm de gel) por mezclas séricas de los
grupos inmunizados en la semana 3pi. Figura 2b: Inmunorreconocimiento del ESA (14,7ug/cm de gel)
por mezclas séricas de grupos vacunados en la semana 3pi. Las proteinas se separaron por SDS-PAGE y
las mezclas séricas se diluyeron 1/100. Carril 1: G1; carril 2: G2; carril 3: G3; carril 4: G4; carril 5: G5;
carril 6: G6; carril 7: G7. PM: marcador de peso molecular. *: Tincion con negro amido de la membrana
con la proteina transferida. Ver la Tabla 1 para detalles de los grupos.
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b. Recuento de eosinofilos y valor hematocrito (PCV)

Todos los grupos de animales mostraron una elevacién en los recuentos de
eosinofilos a lo largo del experimento. Se observaron algunas variaciones entre grupos
(P<0,05) en el ultimo recuento, aunque todos los valores se encontraban dentro de la
horquilla fisiolégica. La infestacion provocé la reduccion de PCV pero, de igual modo
que en los recuentos de eosindfilos, sus valores fueron fisioldgicos y no se observaron

evidencias de anemia (resultados no mostrados).

c. Eliminacion fecal de huevos

La Figura 3 muestra la eliminacion fecal de huevos de H.contortus (hpg) a lo
largo del experimento y la Tabla 2 presenta los recuentos acumulados de huevos (AUC)
de los grupos experimentales. Se observo una elevada variacion entre grupos infestados.
El andlisis de medidas repetidas mostro significacion (P<0,05) tanto al considerar el
tiempo de infestacion como el grupo experimental. Todos los grupos vacunados (Gl,
G2 y G4) presentaron un menor nimero de huevos en las semanas 4, 5, 6 y 7 pi
(P<0,05) que los animales no vacunados e infestados. A pesar de las variaciones
individuales dentro de cada grupo, en cada momento de muestreo y a lo largo del
experimento, la administracion del adyuvante (G3, G5) no provocd ninguna reduccion
de los valores de hpg respecto a los corderos que no recibieron tratamiento (P>0,05). El
patron de eliminacién de huevos de Haemonchus en los animales vacunados fue
comparable, sin ningun efecto aparente de la dosis de antigeno administrada (G1 vs. G2)

o adyuvante empleado (G2: aluminio vs. G4: QuilA).
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Figura 3.

Recuento fecal de huevos de corderos vacunados con rHc23 tras la infestacion. Los valores estan
expresados como medias geométricas de los datos individuales de eliminacion fecal de huevos de
H.contortus (hpg) transformados (log x+1) desde la semana 3pi. Los analisis fecales individuales fueron
realizados con la técnica de McMaster modificada.

Considerando el recuento fecal de huevos acumulado (AUC), los animales
vacunados (G1, G2, G4) mostraron valores de AUC significativamente inferiores a los
corderos infestados + no tratados (Tabla 2). La menor eliminacidon se observo en el
grupo de animales inmunizados con la dosis alta de rHc23 + AI(OH); (G2). En este
grupo, la vacunacion provoc6 una reduccion fecal de huevos de mas del 80% (82,37% +
5,98%), siendo ligeramente menor en el grupo vacunado con QuilA (G4) (74,58% +
10,94%) y en los animales inmunizados con la dosis baja de rHc23 (G1) (69,7% =+
17,39%). El andlisis estadistico no mostro ningun efecto significativo de la dosis de
antigeno o adyuvante empleado (P>0,05). Sin embargo, debe destacarse que la
reduccion encontrada en los corderos del grupo G2 no estuvo relacionada con el efecto
del Al(OH); (G3) (P<0,05) mientras que la proteccion observada en los animales
vacunados con rHc23 + QuilA (G4) no fue significativamente diferente de la obtenida

en los corderos tratados solo con la saponina (G5) (P>0,05).
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Tabla 2.
Recuento fecal de huevos de H.contortus acumulado (AUC 21-49 dpi) de corderos vacunados con
rHc23.
AUC = de

Grupo 1 12415 +7123,79 1

Grupo 2 7225 + 24494 5-01

Grupo 3 27212,5 + 13783,4 7

Grupo 4 10415 + 4484,871

Grupo 5 22166,67 + 9541,38

Grupo 6 40975 +21142,78 1>

Los datos son la media + desviacion estandar (de). Los superindices
indican diferencias significativas (P<0.05) entre grupos.

d. Carga parasitaria adulta en abomaso

Se observaron elevadas variaciones, dentro de cada grupo, en la carga de
helmintos en abomaso (Tabla 3). El numero de adultos de H.contortus fue bajo, con una
tasa de establecimiento del 7,44% en los animales infestados + no tratados (G6). Se
recuperaron un mayor nimero de hembras en todos los grupos experimentales a
excepcidn de los animales infestados + no tratados. La ratio hembra/macho oscil6 entre
1,61 (G2) y 0,79 (G6). La inmunizacion con rHc23 con ambos adyuvantes provocd una
reduccion significativa (P<0,05) del nimero de helmintos adultos respecto al grupo
testigo infestado (G6). La reduccion media oscild entre el 47,3% + 35,4% en G4
(QuilA) y el 71% + 14,3% en G2 [Al(OH)s]. No se observo un efecto significativo de la
dosis de antigeno empleada (G1 vs. G2). Los corderos que recibieron solo el adyuvante
mostraron una carga inferior aunque las diferencias no fueron significativas. Hay que
sefalar que el menor numero de helmintos adultos se observo en el grupo vacunado con
la dosis alta de antigeno y con hidroxido de aluminio como adyuvante (G2). Este grupo
fue significativamente diferente (P<0,05) a su grupo testigo de adyuvante (G3) y a los
animales tratados con Quil A (G5).
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Tabla 3.

Carga parasitaria adulta de H.contortus (machos, hembras y total) en corderos vacunados con

rHc23

Machos adultos Hembras adultas Helmintos totales Reduccion (%)

Grupol |61,3+38,9 85,7 + 53,5 147 +91,1 1 50,6 + 30,6
Grupo2 |33+19,6 53,3+25.6 86,3 + 47,2 B3>0 71,0 + 14,3
Grupo3 |96,5+723 123,8 + 65,1 220,3 + 137,1 ¥ 26,0 + 46,0
Grupo4 |66,4+493 90,4 + 57 156,9+ 105,57 473 +354
Grupo5 | 102,5+60,7 125+ 69,6 2275+ 129 7 23,6 + 433
Grupo 6 |167,2+79 130,7 = 87,2 297,8+ 16021

Los datos son la media + desviacion estandar.
Solo los corderos infestados (4.000 L3, dosis nica) estan incluidos.
Valores con diferentes superindices indican diferencias significativas (P<0,05) entre grupos.

5.5. Discusion

A pesar de la evidencia de la capacidad de los pequefios rumiantes para
desarrollar una respuesta parcialmente protectora tras infestaciones naturales o
experimentales por H.contortus, y de las ventajas de la vacunacién con un producto
recombinante, el progreso ha sido moderado. El antigeno recombinante de H.contortus
rHc23 ha demostrado conferir mas de un 80% de proteccion (eliminacién de huevos,
carga de helmintos) frente a la infestacion en corderos usando hidroxido de aluminio
como adyuvante y un programa de inmunizacién estdndar con tres dosis de antigeno
(100pg/dosis) (Fawzi et al., 2015). La eficacia de las vacunas depende en gran medida
de la eleccién adecuada del adyuvante para inducir una respuesta inmunitaria eficaz
(Stills, 2005). Asimismo, la dosis de antigeno administrada es importante por razones
econdmicas, y se han observado variaciones de la respuesta en dependencia de la dosis
empleada en otros sistemas parasito-hospedador (Estcourt et al., 2005; Atmar et al.,
2007; Quan et al., 2009; Rojo-Montejo et al., 2011). Los resultados mostraron que la
inmunizaciéon de corderos empleando ambos adyuvantes (QuilA y aluminio) provoco

altos niveles circulantes de IgG anti-rHc23. La respuesta frente a rHc23 y ESA, mas
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elevada y prolongada observada en el grupo rHc23 + QuilA mediante ELISA, es
consistente con la doble activacion del sistema inmunitario por la saponina (Thl, Th2)
(Spickler y Roth, 2003; Nicholls et al., 2010) y la rapida disminucion en el grupo rHc23
+ aluminio en ausencia de inmunizaciones repetidas (Stills, 2005). La reactividad
comparable de los sueros ovinos frente a la proteina recombinante y ESA en los tres
grupos vacunados (ELISA), y los similares patrones de reconocimiento de WB,
confirmaron la similitud del antigeno recombinante y el antigeno nativo presente en los
adultos de H.contortus. Dos de los grupos experimentales (G5, G7) mostraron cierta
reactividad inespecifica en el ELISA frente a ESA. No es posible descartar la
posibilidad de alguna reactividad cruzada del antigeno recombinante con otros
antigenos no relacionados. Sin embargo, no se observd ningiin reconocimiento en el
WB y la granja de procedencia no presentaba infestaciones por H.contortus. La ausencia
de anticuerpos especificos anti-Haemonchus detectables tras la infestacion es
consistente con observaciones previas en primoinfestaciones experimentales de corderos
(Fawzi et al., 2014). El papel de los eosinofilos se ha relacionado con la destruccion de
larvas de H.contortus (Meeusen y Balic, 2000). En este experimento se observd una
elevacion del recuento de eosinofilos periféricos en todos los corderos vacunados con
rHc23, aunque los valores estuvieron dentro de los margenes fisioldgicos y no existio
correlacion entre su valor y los pardmetros clave considerados como marcadores de
proteccion. Como criterios de eficacia del ensayo de vacunacion con rHc23
consideramos los parametros parasitologicos in vivo y post mortem (hpg, carga
parasitaria en abomaso) y las variaciones del valor hematocrito. La dosis infestante

(4.000 L3) podria explicar la falta de efectos significativos de la infestacion sobre PCV.

La eliminacion fecal de huevos es un importante marcador fenotipico in vivo de
la resistencia a la infestacion por H.contortus (Bakker et al., 2004). Por su parte, la
carga parasitaria de adultos en abomaso, ademas de su valor como marcador de
proteccion (Gauly et al., 2002; Amarante et al., 2005), es el verdadero responsable de la
patogenia de la hemoncosis. A pesar de las variaciones individuales esperadas dentro de
cada grupo, los corderos vacunados (Gl, G2, G4) mostraron valores de hpg de
Haemonchus significativamente (P<0,05) menores desde la semana 4pi hasta el final
del experimento. La proteccion inducida por la vacunacion fue dependiente del antigeno
rHc23 administrado, ya que no se encontraron diferencias entre los animales del grupo

testigo infestado + no tratado y los corderos que recibieron solo los adyuvantes en
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ninguno de los analisis realizados. La estimacion de los valores de hpg esta sujeta a una
serie de posibles sesgos (ej. grado de hidratacion de la materia fecal, variaciones de la
dieta). Por ello se considera mas adecuado emplear el recuento fecal acumulado (AUC).
Los resultados confirmaron el efecto significativo de la vacunacion, con ambos
adyuvantes y dosis de antigeno, en la reduccion de huevos eliminados al medio por los
animales infestados. La reduccion observada en el grupo inmunizado con la dosis
elevada de rHc23 + aluminio (82,3%) fue similar a la obtenida previamente con las
proteinas nativa (Fawzi et al., 2014) y recombinante (Fawzi et al., 2015) usando el
mismo adyuvante en corderos de raza Assaf y ligeramente menor a la hallada
recientemente en ovejas Baladi con este antigeno recombinante (Kandil et al., 2017). La
dosis de antigeno (G1 vs. G2) no afect6 al recuento de hpg (P>0,05). La reduccion de la
AUC observada en los corderos que recibieron solo adyuvante podria estar relacionada
con la induccion de una proteccion inespecifica, como se ha observado previamente con

QuilA (Spickler y Roth, 2003).

La carga parasitaria de helmintos adultos en abomaso es probablemente, junto
con su tamafio y su fertilidad, uno de los pardmetros mas relevantes para evaluar la
eficacia de la vacunacion frente a H.contortus. La tasa de establecimiento observada fue
similar a la obtenida con este aislado de Haemonchus en infestaciones experimentales y
ensayos de vacunacion previos (Gomez-Muiioz et al., 1999; Fawzi et al., 2015). Los
resultados mostraron que todos los grupos vacunados con rHc23 presentaron un nimero
significativamente menor de adultos en abomaso, lo que apoya el efecto protector del
antigeno recombinante. Se observd una mayor proteccion con la dosis alta de antigeno y
el hidroxido de aluminio como adyuvante respecto a la vacunacion con rHc23 + QuilA.
A pesar del nimero limitado de animales, nuestros resultados confirmaron el valor de
Al(OH); como adyuvante en la inmunizacion con rHc23 frente a la hemoncosis ovina.
La falta de diferencias significativas entre los corderos vacunados con la saponina +
rHc23 y el grupo que recibi6 solo el adyuvante sugiere que, en nuestras condiciones,
QuilA se comportd como un inmunomodulador y casi el 50% de la proteccion inducida
en los animales vacunados con este adyuvante (G4) se debidé aparentemente a la
proteccion inespecifica provocada por la saponina. Por el contrario, el aluminio no

mostr6 ningun efecto relevante cuando fue administrado sin antigeno.

Se observo una tendencia hacia una mayor proteccion (hpg, carga parasitaria)

con la dosis elevada de antigeno, pero las diferencias no fueron significativas y ello
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podria estar relacionado con la presencia de corderos “respondedores” (responders) y
“no respondedores” (non responders) dentro de un mismo grupo de animales. Se
considera que la resistencia inmunitaria natural y adquirida frente a los NGI de ganado
ovino esta asociada a una respuesta predominante Th2 (Lacroux et al., 2006; Miller y
Horohov, 2006; McRae et al., 2015). Probablemente tanto la respuesta celular como la
humoral estan involucradas en la proteccion con rHc23 ya que los niveles mas elevados
y prolongados de anticuerpos inducidos por QuilA no se correlacionaron con una mayor
proteccion de los corderos. Esta falta de correlacion también se ha observado en ensayos
de vacunacion con un antigeno de superficie larvario de este nematodo (Jacobs et al.,

1999; Piedrafita et al., 2013).

Las infestaciones por Haemonchus son frecuentes y las resistencias a
antihelminticos en pequefios rumiantes estdn en aumento (Rose et al., 2015; Kotze y
Prichard, 2016). La vacunacion frente a la hemoncosis podria tener un importante efecto
sobre la produccion animal en el marco de la agricultura sostenible, en la disminucion
de los residuos con actividad farmacoldgica en el medio y los productos animales. En
este escenario, la vacunacion con rHc23 ha mostrado niveles significativos de
proteccion frente a la hemoncosis ovina en los principales parametros (carga de
helmintos en abomaso, hpg) (70% - mas del 80%). Obviamente, existe un amplio
margen de mejora (ej. calendario de vacunacion, mejora de la produccion del antigeno
recombinante), pero los resultados combinados de este experimento y los obtenidos
previamente (Fawzi et al., 2015; Kandil et al., 2017) confirman el papel de este antigeno
recombinante como candidato a una vacuna de subunidades frente a H.contortus

(Matthews et al., 2016) y apoya firmemente los ensayos en condiciones de campo.
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6.1. Resumen

La hemoncosis es una de las enfermedades parasitarias de pequefios rumiantes
de mayor importancia econémica a nivel mundial. El control terapéutico es deficiente
(ej. arsenal antihelmintico limitado, resistencia frecuente) e inaccesible para muchos
productores. El antigeno recombinante rHc23 ha demostrado inducir una proteccion
significativa en ensayos de inmunizacion en corderos sometidos a un reto administrado
en dosis Unica, y con diferentes adyuvantes. Sin embargo, no existe informacioén acerca

de su comportamiento frente a infestaciones seriadas por Haemonchus contortus.

Se vacunaron corderos con 100ug/dosis de rHc23 + inmunomodulador
bacteriano (LPS de Escherichia coli + extracto de Propionibacterium acnes) (dias -2, 0,
7 y 14) y se sometieron a infestaciones seriadas con dos dosificaciones diferentes (6x,
1.000 L3 y 6x, 2.000 L3). Los corderos inmunizados mostraron una respuesta de
anticuerpos significativa especifica frente a rHc23 y al extracto soluble de Haemonchus
contortus, valorada mediante ELISA y Western blotting. La eliminacion fecal de huevos
acumulada (AUC) en los animales vacunados e infestados con la dosis baja se redujo en
un 43%. La carga de helmintos adultos en abomaso en los corderos vacunados fue un

45-60% menor que la hallada en los animales no vacunados.

Los resultados obtenidos mostraron que la vacunacion con 100ug/dosis de
rHc23 + inmunomodulador bacteriano protegié parcialmente a corderos frente a las
infestaciones seriadas por H.contortus. La proteccion observada fue debida a la
inmunizacion con rHc23, no estando relacionada con la proteccion inespecifica inducida
por el inmunomodulador bacteriano. El inmunorreconocimiento de Hc23 en el ESA de
H.contortus no se correlaciond con la proteccién provocada por la inmunizacion en los
corderos individuales, lo que sugiere que la proteccion obtenida con rHc23
probablemente involucra tanto componentes celulares como humorales. Estos resultados
confirman y amplian el valor protector de esta proteina recombinante y sugieren que
rHc23 es un buen candidato potencial para el desarrollo de la una vacuna recombinante

frente a la hemoncosis en corderos.

Proteccion parcial de corderos vacunados con la proteina recombinante rHc23 frente a las infestaciones seriadas por Haemonchus contortus | 137



Capitulo 6

6.2. Introduccion

El helminto hematéfago Haemonchus contortus es probablemente el nematodo
mas importante econdmicamente de pequefios rumiantes (Waller y Chandrawathani,
2005) y se considera responsable del 15% de todas las enfermedades gastrointestinales
del ganado ovino (http://www.fao.org). Las infestaciones en los animales adultos
provocan pérdida de peso, disminucion de la fertilidad y menor crecimiento de lana y
produccion de leche. Las infestaciones en corderos son mas graves y frecuentemente
provocan la muerte de los mas afectados. Su control se basa principalmente en el uso de
antihelminticos. Sin embargo, el arsenal terapéutico es reducido y se han observado
resistencias frente a todos los grupos de antiparasitarios disponibles (Kotze y Prichard,
2016). Las dificultades econdémicas de los productores, la preocupacion social reciente
sobre la presencia de residuos en el medio, asi como la necesaria seguridad de los
productos animales para el consumo humano, requieren una produccion ganadera
sostenible. Ademas, debido a los escasos retornos esperados, las inversiones de las
compafiias farmacéuticas en el desarrollo de nuevos antihelminticos se han reducido. En
condiciones naturales los corderos pueden desarrollar una resistencia parcial frente a
H.contortus tras exposiciones repetidas al parasito y se han logrado niveles
significativos de proteccion en diversos ensayos realizados con diferentes antigenos
aislados tanto ocultos como expuestos (Knox et al., 2003; Redmond y Knox, 2004;
Cachat et al., 2010). No obstante, los resultados obtenidos con sus homologos
recombinantes no han logrado niveles comparables de proteccion (Redmond y Knox,
2004; Yanming et al., 2007). La inmunizacion de corderos de 5-6 meses de edad con el
antigeno recombinante rHc23 provocod una proteccion significativa (>70% en la carga
parasitaria adulta en abomaso y >80% en la eliminacion fecal de huevos) frente a la
infestacion con H.contortus (Fawzi et al., 2015), especialmente con hidroxido de
aluminio (Gonzalez-Sanchez et al., 2018). La mayoria de los experimentos que han
explorado la inmunoprofilaxis de la hemoncosis se han llevado a cabo utilizando, en el
reto, una dosis unica. En condiciones naturales, sin embargo, los corderos destetados
estan expuestos a infestaciones repetidas durante el pastoreo. Con el objetivo de refinar
la vacunacién de corderos con rHc23 frente a la hemoncosis se realizd un ensayo
preliminar del potencial valor inmunoprofilactico de la proteina recombinante (rHc23+
inmunomodulador bacteriano, IB) frente a infestaciones seriadas con H.contortus (1.000

0 2.000 larvas 3 (L3) administradas 3 veces/semana, durante 2 semanas consecutivas).

Proteccion parcial de corderos vacunados con la proteina recombinante rHc23 frente a las infestaciones seriadas por Haemonchus contortus | 138



Capitulo 6

6.3. Material y métodos

El aislado de H.contortus fue obtenido originalmente de Merck, Sharp &
Dohme (Madrid, Espafa) y se ha mantenido en nuestras instalaciones (> 25 afios)
mediante pases seriados en corderos. Las larvas infestantes (L3) se obtuvieron por
coprocultivo, se recuperaron utilizando la técnica de Baermann, se limpiaron mediante
purificacion parcial en papel de filtro y se almacenaron a 4°C en agua hasta su uso
(MAFF, 1971). La proteina recombinante rHc23 se produjo como se ha descrito
previamente (Fawzi et al., 2015; Gonzélez-Sanchez et al., 2018). Para el ensayo de
inmunizacion, la proteina se resuspendié en PBS y la concentracion de proteinas se
determino con el método RC/DC (Bio Rad, Alemania). Las corderas, Entrefinas, de 5-6
meses edad, se adquirieron en productores locales (“Anton Codesal, Sociedad
Cooperativa”, Cerezal de Aliste, Zamora, y “El Navajo”, Mondéjar, Guadalajara,
Espana). Tras su llegada a las instalaciones, los corderos fueron sometidos a cuarentena
y alojados en condiciones libres de helmintos en las instalaciones de la granja de
experimentaciéon animal de la Facultad de Veterinaria, UCM (ES280790000137),
alimentados con pienso comercial (Rubio Sanidad y Alimentacion Animal, Espana),
paja y agua ad libitum. Los animales (32) se dividieron de forma estratificada (peso
vivo) en seis grupos. El Grupo 1 y el Grupo 4 se inmunizaron con 100pg/dosis de rHc23
+ inmunomodulador bacteriano (LPS de FEscherichia coli + extracto de
Propionibacterium acnes) (IB) (3ml) los dias -2, 0, 7 y 14 del experimento via
intramuscular. El Grupo 2 fue el grupo testigo de inmunomodulador y solo recibi6 el IB
en los mismos dias. En los dias 0, 2, 4, 7, 9 y 11 del experimento, los corderos fueron
infestados con 6 dosis de 1.000 L3 de H.contortus (G1, G2 y G3) o 6 dosis de 2.000 L3
(G4, G5). Los corderos del G6 fueron el grupo testigo no inmunizado y no infestado
(Tabla 1). Los animales fueron observados diariamente para la deteccion de reacciones

adversas a las inmunizaciones o signos clinicos de la infestacion.

Se tomaron muestras fecales individuales del recto una vez por semana a lo
largo del experimento. Los recuentos fecales de huevos (huevos por gramo, hpg) se
determinaron utilizando una técnica de McMaster modificada (MAFF, 1971). Los
recuentos acumulados de hpg se calcularon utilizando el método trapezoidal para
determinar el area bajo la curva (AUC) de animales y grupos. Al final del experimento,

los corderos se sacrificaron en un matadero local (Villarejo de Salvanés, Madrid) y se
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extrajeron sus abomasos para la determinaciéon de la carga parasitaria de adultos

(Slotved et al., 1996).

Se obtuvieron muestras de sangre semanalmente mediante venopuncion
yugular utilizando tubos de vacio con anticoagulante para determinar el valor
hematocrito (PCV) y sin anticoagulante para la obtencion de sueros. El extracto soluble
de adulto de H.contortus (ESA) se obtuvo por ciclos de congelacion/descongelacion y la
concentracion de proteina se determind con el método RC/DC (Bio Rad, Alemania). La
respuesta periférica de anticuerpos se determiné mediante ELISA usando microplacas
de 96 pocillos (Nunc, Dinamarca) tapizadas con Sug/mL de ESA o Iug/mL de rHc23
(Cuquerella et al., 1991). Los sueros se usaron a una dilucion 1/200 (1h, 37°C) y el
conjugado (anti-sheep IgG-AP, Sigma, EE.UU.) se utilizé a una dilucion 1/8000 (ESA)
y 1/32000 (rHc23) (1h, 37°C). Como sustrato se empled 1mg/mL de 4-nitrofenil fosfato
sal disodica hexahidratada (Sigma-Aldrich, EE.UU.) durante 30 min a 37°C y se midio
la densidad 6ptica (OD) con lector Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.) a
405 nm. El ESA de H.contortus se fracciond en gel de poliacrilmaida (SDS-PAGE) al
12,5% y el Western blot se realizdé como se ha descrito previamente (Cuquerella et al.,
1991). El conjugado anti-sheep IgG-HRP (Sigma-Aldrich, EE.UU.) fue diluido 1/1000
(1h, 37°C). El color se reveld con 4-cloro-1-naftol (0,5mg/mL) y la reaccion se detuvo
con agua destilada. Los marcadores de peso molecular (PM) fueron de GE Healthcare

(Reino Unido).

Los recuentos de hpg, PCV y los niveles de anticuerpos especificos se
compararon mediante ANOVA de 2 vias y la reduccion de hpg acumulada y la carga de
helmintos en abomaso mediante ANOVA de 1 via. Para todas las pruebas, P<0,05 se
establecid como nivel de significacion. Las figuras y el analisis estadistico se realizaron

con el software GraphPad Prism version 6.0.
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6.4. Resultados

La Figura 1 muestra los resultados correspondientes a la infestacion seriada
con 1.000 L3/dosis. El protocolo de inmunizacion con rHc23 indujo una rapida
respuesta de IgG especifica anti-rHc23 (P<0,05) en los corderos vacunados (Gl),
mientras que no se observo respuesta en los animales que recibieron el IB (G2), en los
corderos no tratados (G3) ni en los animales del grupo control no infestado (G6). Los
resultados de ELISA obtenidos con ESA siguieron un patréon similar (no mostrado),
consistente con la presencia de Hc23 en ESA como se muestra en el WB (Figura 1
inserto). Se obtuvieron resultados similares con la dosis més alta (2.000 L3/dosis) (G4,
G5). En todos los casos, los corderos inmunizados mostraron una respuesta IgG anti-
ESA significativa, mientras que las infestaciones, con o sin inmunoestimulante
bacteriano, no provocaron ninguna elevacion del titulo de anticuerpos. El hematocrito se
mantuvo en todos los grupos dentro de los valores fisiologicos a lo largo del

experimento (datos no mostrados).
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Figura 1.

Respuesta sérica IgG anti-rHc23 de corderos experimentales sometidos a infestaciones seriadas con
1.000 L3/dosis de Haemonchus. G1 (o), G2 (m) y G3 (0). Los datos son las medias + error estandar de la
media (SEM). Inserto: inmunorreconocimiento de ESA de H.contortus. Carriles 1-6: sueros individuales
de corderos vacunados (G1); IB: “pool” de sueros de los animales del grupo control de adyuvante (G2);
(-): “pool” de sueros de corderos del grupo infestado + no tratado (G3). Flechas: dias de tratamiento.
Barras verticales: dias de infestacion. PM: marcador de peso molecular. *: Membrana tefiida con negro
Amido.
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La eliminacion fecal de huevos, considerando tanto el patron de hpg como la
eliminacion total de huevos, es una buena estimacion de la proteccion. Se encontraron
amplias variaciones entre los animales de cada grupo. Sin embargo, la eliminacion fecal
de huevos acumulada (AUC) de animales inmunizados expuestos a 1.000 L3/dosis (G1)
se redujo en mas del 43% respecto al grupo que recibi6 el IB (G2) (P<0,05); este grupo
no fue significativamente diferente de los animales del grupo testigo no tratado (G3). La
AUC en los corderos vacunados y sometidos a la infestacion seriada con 2.000 L3/dosis
(G4) no fue diferente a la observada en animales no inmunizados e infestados (GY5)
(P>0,05) (Figura 2A). Sin embargo, el patron de eliminacion de huevos a lo largo del
experimento en animales inmunizados fue comparable en las dos dosis infestantes. El
patron de eliminacion (hpg) de los corderos vacunados fue diferente al observado en los

animales del grupo control de IB, sin reduccion de hpg hasta la semana 7 del

experimento (Figura 2B).
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Figura 2.

Eliminacién fecal de huevos de corderos vacunados con rHc23 + inmunomodulador bacteriano (IB)
tras infestaciones seriadas a altas y bajas dosis. Figura 2A: Reduccion de los valores individuales de
hpg acumulados en corderos experimentales (G1, G2, G4). Las barras horizontales representan el valor
medio de cada grupo. Figura 2B: Media + error estandar de la reduccion (%) de los recuentos fecales de
huevos de corderos a lo largo del periodo experimental. G1 (e), G2 (m) y G4 (A).
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La carga parasitaria de adultos en abomaso es una de las mejores estimaciones

de la proteccion frente a la hemoncosis. La inmunizacion con IB + rHc23 provoco una

reduccién significativa (P<0,05) de la carga de H.contortus en corderos sometidos a

infestaciones seriadas con 1.000 L3/dosis (44,16 £ 11,6%) o 2.000 L3/dosis (59,6 +

24,3%) respecto a los corderos no tratados. No se observéd ninglin efecto protector en la

administracion del IB solo (Grupo 2) (Tabla 1).

Tabla 1.

Disefio experimental del ensayo de inmunizaciéon con rHc23 + inmunomodulador bacteriano (IB) y
carga parasitaria de Haemonchus contortus (media £ error estandar de la media) en abomaso de los

corderos experimentales.

IB rHc23  Infestacion (L;) Adultos machos Adultos hembras Helmintos totales
Grupo 1 [6] + + 1.000 x 6 288,5 + 68,2 239,5+ 43,9 528 +110,2 3
Grupo 2 [7] + 0 1.000 x 6 5243 + 98,4 481,4 + 573 1005,7 + 150,4 [
Grupo 3 [4] 0 0 1.000 x 6 466,3 + 118,3 486,3 + 136 952,5 253,91
Grupo 4 [7] + + 2.000x 6 578,3 +305,2 638,3 + 3482 1216,7 + 650,8 I
Grupo 5 [4] 0 0 2.000 x 6 14233 +723,4 1590 + 792,5 3013,3 + 1503 4
Grupo 6 [4] 0 0 0

Infestacion seriada con 6 dosis de 1.000 L3/dosis, 3 dosis por semana, 2 semanas: Grupos 1,2y 3.

Infestacion seriada con 6 dosis de 2.000 L3/dosis, 3 dosis por semana, 2 semanas: Grupos 4 y 5.
Grupo 6: grupo control. En corchetes el nimero de corderos de cada grupo experimental.

+: Tratamiento recibido; o: Sin tratamiento.
* Los valores con diferentes superindices indican diferencias significativas (£<0,05) entre los grupos
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6.5. Discusion

En nuestras condiciones experimentales, las inmunizaciones llevadas a cabo
con IB + rHc23 provocaron una fuerte respuesta de anticuerpos frente a la proteina
recombinante. La reactividad de los sueros de corderos inmunizados en ELISA y WB
con ESA confirma la presencia de Hc23 en el adulto de H.contortus. La ausencia de
signos clinicos a lo largo del experimento y la falta de una reduccion significativa de los
valores de hematocrito en los corderos infestados + no tratados, ademas de la
variabilidad individual entre corderos, posiblemente pudo estar relacionada con las

dosis infestantes empleadas.

Se ha descrito una disminucion en la tasa de establecimiento de larvas en
infestaciones seriadas (Barger et al., 1985). En nuestro caso no se observd una
reduccion evidente en funcion de la dosis infestante administrada (1.000 L3 vs. 2.000
L3); el valor obtenido fue incluso mas alto (>15%) que el observado con este aislado en
infestaciones en dosis unica (Fawzi et al., 2015; Gonzalez-Sanchez et al., 2018). Ello
podria estar relacionado con la duracion de la infestacion (2 vs. 15 semanas) y las

variaciones del protocolo de infestacion.

Los ensayos de infestacion e inmunizaciébn en este sistema (corderos-
H.contortus) se ven obstaculizados por las respuestas individuales (LeJambre et al.,
2008; Piedrafita et al., 2012), posiblemente relacionadas con la variabilidad genética de
los corderos (Hooda et al., 1999). De hecho, esta variabilidad de la respuesta individual
puede reducir la significacion de los hallazgos. En nuestro caso se observaron
variaciones dentro de cada grupo, particularmente con la dosis infestante baja, donde se
encontraron algunos valores atipicos (“outliers”). A pesar de ello, los resultados
mostraron el papel protector de rHc23 considerando dos de los pardmetros mas
relevantes para determinar el estado de resistencia de los corderos frente a la
hemoncosis. La inmunizacion con rHc23 provocd una proteccion parcial frente a
infestaciones seriadas (3 dosis/semana, 2 semanas), con 1.000 L3 o 2.000 L3, con una
reducciéon media de los recuentos acumulados de huevos de ca. 43% y una reduccioén
significativa (P<0,05) (45-60%) en la carga de helmintos en abomaso; con mayor
proteccion en los animales que recibieron la dosis infestante elevada. Este nivel de
proteccion fue menor que el obtenido con el mismo aislado parasitario en corderos

vacunados con la proteina recombinante (rHc23) (Gonzalez-Sanchez et al., 2018) o
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nativa (Hc23) (Fawzi et al., 2014) sometidos al reto en dosis Unica. Entendemos que
deberia analizarse si las diferencias estan relacionadas con el calendario de infestacion o
con el método de inmunizacion (adyuvante vs. inmunoestimulante, pauta de
administracion). En nuestro caso la proteccion observada fue debida a la inmunizacion
con rHc23 y no se observo ninguna evidencia de proteccion inespecifica provocada por
el IB en animales de mayor edad (Abel et al., 2009). Esta falta de eficacia del 1B fue
manifiesta en los recuentos de hpg acumulados (AUC) y, particularmente, en la carga de
helmintos en abomaso. Se observo una escasa reduccion (<5%) de los recuentos de hpg
en corderos tratados con IB después de 7 semanas pi, aunque su significado no esta
claro dada la complejidad del sistema y los posibles efectos sobre la respuesta
inmunitaria adaptativa (Piedrafita et al., 2012). Los inmunomoduladores, incluida la
combinacion de ambos componentes de la preparacion empleada por nosotros, son
utilizados de forma creciente en medicina veterinaria. LPS es un adyuvante que induce,
a través del receptor Toll-like 4 (TLR4), una respuesta Thl en el tejido linfoide y Th17
en el intestino (McAleer y Vella, 2010). Por su parte, P.acnes tiene la capacidad de
modular las células de la médula 6sea (Squaiella et al., 2006). El reconocimiento de
Hc23 en el ESA de H.contortus mediante ELISA y WB no mostré relacion con la
proteccion provocada por la inmunizacion (hpg, carga de helmintos) en los corderos
individuales. Esto sugiere que la proteccion obtenida con rHc23 probablemente

involucra tanto componentes celulares como humorales.

Se ha logrado una proteccion parcial frente a la hemoncosis con varios
antigenos nativos (Bakker et al., 2004; Cachat et al., 2010; Fawzi et al., 2014),
iniciandose la vacunacion con las glicoproteinas de membrana intestinal de helmintos
adultos H11 y H-gal-GP (www.agric.wa.gov.au/print/node/1878). Esta vacunacion ha
mostrado un bajo rendimiento en ovejas en periodo periparto (Bassetto et al., 2014) y
requiere 5-6 revacunaciones con un intervalo de 6 semanas para obtener niveles
significativos de proteccion. Ademds, a pesar de la cantidad reducida de proteina
necesaria en cada inmunizacion, este sistema utiliza corderos infestados y sacrificados

para la obtencion del antigeno.

En ausencia de un sistema de cultivo para adultos de Haemonchus, un antigeno
recombinante seria una ventaja tanto desde un punto de vista ético como tecnoldgico.
Los resultados de proteccion obtenidos con los homdlogos recombinantes han tenido un

valor limitado, mientras que rHc23 ha sido capaz de proteger parcialmente a corderos
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sometidos al reto en dosis unica y en infestaciones seriadas. Es necesario refinar los
protocolos de inmunizacioén y estudios con numeros mas elevados de animales. Sin
embargo, teniendo en cuenta los resultados alcanzados previamente con el hidroxido de
aluminio (Fawzi et al., 2015; Gonzalez-Sanchez et al., 2018) y los obtenidos en el
presente ensayo de inmunizacion con IB, apuntan a rHc23 como un candidato potencial
para el desarrollo de una vacuna recombinante frente a la hemoncosis ovina (Matthews

etal., 2016).
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1.  Produccion ovina y hemoncosis

La produccién mundial de ganado ovino se ha visto incrementada de manera
sustancial en los ultimos 20 afios. Este incremento no ha sido generalizado y se aprecian
diferencias regionales importantes. Asi, en el periodo entre 1992 y 2012, mientras la
produccion ovina en Europa y Oceania (Australia, Nueva Zelanda) ha sufrido un
retroceso en el namero de animales sacrificados (>47 millones (M) y 22 M,
respectivamente), la produccion se ha incrementado en mas de 90 M de cabezas en Asia
y mas de 50 M en Africa debido principalmente a un aumento en el consumo de carne y
leche (http://faostat.fao.org/site/569/DesktopDefault.aspx?PagelD=569#ancor). Este
desplazamiento de los ntcleos de mayor produccioén ovina supone que ca. 75% de todo
el ganado ovino mundial se explota en Asia (ca. 45%) y Africa (>28%). El incremento
relativo de la produccion ovina en dichas areas y su reduccion en regiones mas
desarrolladas responde a distintos factores de desigual importancia entre los que podrian
sefalarse el incremento de la demanda de carne y leche en areas en desarrollo, cambios
socioecondmicos en Europa, Australia y América —con mayor demanda de proteinas de
origen animal de otras especies-, tabues culturales y religiosos en regiones asiaticas y
africanas (ej. prohibicion del consumo de cerdo y bovinos por algunas religiones), y

urbanizacion progresiva de paises occidentales, entre otros.

El cambio de los focos de produccion tiene un impacto en las enfermedades
parasitarias, y entre ellas las ligadas a la explotacion de espacios abiertos tales como la
hemoncosis, alin no suficientemente valorado. No obstante, se puede anticipar que el
desarrollo de nuevos antihelminticos para este ganado por parte de la industria
farmacéutica (ubicada en Europa y EE.UU.) probablemente pierda relevancia dados los
menores consumos esperados en los mercados tradicionales. Ello, unido a los
fenomenos de resistencia antihelmintica descritos y generalizados en el caso de
Haemonchus contortus (Waller, 1997) incluso a los antihelminticos mas recientes (ej.
monepantel) (Kotze y Prichard, 2016; Lamb et al., 2017) crea condiciones desfavorables
para el control quimioterapico de esta parasitosis. Incidentalmente, la pérdida de
relevancia productiva del sector en paises occidentales podria explicar la ausencia de
inversiones para la I+D de sistemas de control de parasitosis del ganado ovino (y
caprino). No obstante, este escenario favorece la exploracion y eventual produccion de

sistemas alternativos de control, entre ellos la inmunoprofilaxis. Por otra parte, la
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polarizacion de la produccidén ovina hacia Asia y Africa y las regiones en la que la
hemoncosis es mas prevalente (Meradi et al., 2011; Fitzpatrick, 2013) permiten
anticipar que no existira una reduccion de la parasitosis considerada mas relevante para

este ganado por su importancia patologica y economica (Nisbet et al., 2016).

Como estrategia alternativa de control de la extension y gravedad de la
hemoncosis ovina nos hemos centrado en la inmunoprofilaxis teniendo en cuenta el
desarrollo de proteccion parcial del ganado tras sucesivas infestaciones y reinfestaciones
(Adams y Beh, 1981; McRae et al., 2015) asi como los resultados obtenidos en distintos
ensayos (Bassetto y Amarante, 2015). La eficacia de las vacunaciones depende, ademas
de la capacidad del/de los antigeno/s para inducir una respuesta protectora en los
hospedadores, del adyuvante adecuado y las pautas de vacunacioén. Por otra parte, los
estudios de inmunoprofilaxis de la hemoncosis tienen una limitacion adicional dada la
especificidad de H.contortus. Por ello, en nuestro trabajo hemos explorado 1) la
posibilidad de emplear modelos parasito-hospedador subrogados para determinar su
posible traslacion al modelo natural (ganado ovino-H.contortus); 2) valor relativo de
adyuvantes e inmunomoduladores en la inmunoproteccion; y 3) optimizacion de la
inmunizaciéon de ganado ovino frente a la hemoncosis con un antigeno recombinante

(rHc23) incluyendo la dosis de antigeno y el régimen de infestacion en el reto.

2.  Valor del modelo Heligmosomoides polygyrus-raton en el estudio de las
relaciones helminto gastrointestinal-ganado ovino. Papel protector del
inmunomodulador (Lipopolisacarido de Escherichia coli + Propionibacterium

acnes)

Hasta este momento no se ha logrado completar el ciclo biologico de
H.contortus en ningiin hospedador convencional de laboratorio y solo se ha llegado a
desarrollar la L4 en jerbos (Meriones unguiculatus) tratados con inmunosupresores
(Conder et al., 1992; Yang et al., 2017). Aunque dicho modelo puede ser util en algunos
casos (ej. quimioterapia), su valor para el estudio de la respuesta inmunitaria estaria
comprometido. Por dicho motivo hemos optado por utilizar un modelo subrogado,
Heligmosomoides polygyrus-ratobn, por la similitud de los ciclos, proximidad

taxonémica con H.contortus, desarrollo de infestaciones cronicas tras la
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primoinfestacion y capacidad de inducciéon de una respuesta protectora tras las
reinfestaciones, ademas de por tratarse de un parasito natural del hospedador y la

abundante informacion existente (Gause et al., 2003; McSorley et al., 2013).

La respuesta inmunitaria en ratones frente a las infestaciones por H.polygyrus
es compleja e involucra una respuesta predominante Th2 acompafiada de una activacion
de células Treg y una inhibicién de citoquinas Th1 (Setiawan et al., 2007; Maizels et al.,
2012). En el primer experimento realizado en nuestro trabajo pretendimos determinar el
papel de un inmunomodulador, lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) +
Propionibacterium acnes inactivado, sobre el curso de la infestacion por H.polygyrus,
asi como la relacion entre los pardmetros parasitologicos determinados [eliminacion
fecal de huevos (hpg), poblacion de helmintos], la respuesta inmunitaria de los animales
infestados [anticuerpos (Ac), linfoproliferacion] y las lesiones observadas en la mucosa

intestinal.

La eliminacion fecal de huevos (hpg) es considerada una de las
determinaciones mas adecuadas para la estimacion in vivo del grado de infestacion de
los animales y de su resistencia a las tricostrongilidosis. Hemos observado que el patron
de hpg fue dependiente del inmunomodulador, que fue capaz de reducir la eliminacion
de huevos. Aunque, aparentemente, los niveles de IgG; especificos desempefian un
papel esencial en la proteccion (Pritchard et al., 1984; Williams y Behnke, 1993) no
pudimos demostrar dicha relacion, lo que sugiere que en las infestaciones por este
nematodo el papel de los Ac detectables en la protecciéon es probablemente escaso
(Wahid y Behnke, 1993; Harris y Gause, 2011). Los resultados obtenidos en el ELISA
fueron confirmados en las inmunodetecciones (WB) con un reducido ntimero de
antigenos del helminto, reconocidos tras la primera exposicion al parasito (Ben-Smith et

al., 1999).

Las infestaciones por H.polygyrus inducen inmunosupresion de los animales
(Reynolds et al., 2012), evidenciada por la menor capacidad linfoproliferativa de los
hospedadores en presencia de un agente mitogénico general (ConA). De forma similar a
lo observado en la respuesta de Ac, el inmunomodulador evitd de manera parcial la
inmunosupresion, con un menor numero de helmintos adultos en el momento del
sacrificio inicial (7 dias pi). Ello podria ser debido al retraso en el desarrollo larvario en

la mucosa, aunque las alteraciones de la mucosa intestinal (hiperplasia de criptas,
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acortamiento de vellosidades, respuesta inflamatoria) (Doligalska et al., 2006) no fueron

completamente consistentes.

El impacto del inmunomodulador empleado sobre el sistema inmunitario no es
completamente conocido e implica una variedad de propiedades in vitro, ex vivo e in
vivo (Ananias et al., 2007; Tchaptchet et al., 2012). En nuestro caso no hemos estudiado
los posibles mecanismos pero nuestros resultados han mostrado que el
inmunomodulador (LPS E.coli + P.acnes) reduce la eliminacion de hpg vy,
aparentemente, provoca un retraso del desarrollo del helminto en el hospedador. Los
resultados son preliminares y existen diferencias sustanciales entre el modelo parésito-
hospedador subrogado empleado y las infestaciones por H.contortus en ganado ovino.
Sin embargo, si los sistemas de regulacion de las infestaciones por H.polygyrus son
similares a los presentes en la hemoncosis, y los mecanismos efectores inducidos por el
inmunodulador son comparables en ambos hospedadores (raton, oveja), el posible papel

protector del inmunomodulador deberia ser investigado en el ganado ovino.

3.  Las coinfecciones (Protista - helminto) agravan el curso de las infestaciones
por H.polygyrus

No suelen existir en los hospedadores infecciones/infestaciones
monoespecificas. Por el contrario, en condiciones naturales, las parasitosis suelen ser
pluriespecificas y la presencia simultanea de mas de un agente parasitario determina el
curso de la enfermedad, el diagnostico, asi como las posibles medidas de control
(Vaumorin et al, 2015). Se han llevado a cabo experimentos con
infecciones/infestaciones intercurrentes, aunque la comparaciéon directa de los
resultados es dificil y el resultado final depende de las especies implicadas y los disefios
experimentales. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la inmunomodulacion
de las infestaciones por H.polygyrus en raton y la receptividad de la misma estirpe
murina (BALB/c) a L.infantum, se investigd el impacto de la infeccion por el protista

sobre la infestacion por el helminto.

Nuestros resultados mostraron que la coinfeccion con L.infantum 'y
H.polygyrus redujo la capacidad de respuesta protectora de los hospedadores frente al

helminto con cargas parasitarias (nematodo) mas elevadas en los animales coinfectados.
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Este hallazgo es consistente con la supresion parcial de la respuesta Th2 en
infestaciones por H.polygyrus (Maizels et al., 2012) y también ha sido descrito en otras
coinfecciones con esta especie de helminto (Coomes et al., 2015; Ahmed et al., 2017),
independientemente del disefo experimental. Por su parte, se hallé un notable aumento
en la eliminacion fecal de huevos en ratones coinfectados desde el dia 15 al 21
postinfestacion (pi), sin diferencias en el nimero de helmintos, respecto a los animales
sometidos a una Unica infestacion por H.polygyrus (14 dias pi). Ello sugiere que la
coinfeccidon indujo un incremento aparente en la fertilidad de las hembras del helminto,
incremento no observado en coinfecciones H.polygyrus/Trypanosoma congolense
donde no se encontraron diferencias en la fertilidad de las hembras (Fakae et al., 1994,

1997).

La situacion dista de ser clara ya que recientemente, la infeccion previa con
Toxoplasma gondii tiene como consecuencia una mayor fecundidad de las hembras de
H.polygyrus (Ahmed et al., 2017), de forma similar a nuestros resultados. Parece por
ello que el calendario de infecciones/infestaciones, orden de administracion y las
especies de protistas son aparentemente menos relevantes y, en ambos casos, la
respuesta inmunitaria se polariza hacia Thl, lo que resulta en una mayor fecundidad y
longevidad de los helmintos. El mecanismo real de esta interferencia es poco conocido y
merece atencion ya que es de relevancia en el marco de los hospedadores infectados de

forma natural, donde el poliparasitismo es la regla (Griffiths et al., 2014).

La ausencia de efecto de las infecciones monoespecificas por L.infantum sobre
el bazo estd probablemente relacionada con el ciclo bioldgico del parasito en este
hospedador y el escaso tiempo transcurrido desde la infeccion (<4 semanas) (Bankoti y
Stager, 2012). Por ello, el incremento en el peso del bazo en los ratones coinfectados
parece ser debido a la infestacion por el nematodo. Asi, y al igual que en el experimento
anterior (ver Capitulo 2), en las primeras etapas de la infestacion por H.polygyruys se
observd una disminucién de la capacidad linfoproliferativa (bazo, linfon6dulos) tanto
especifica (frente a extracto soluble del helminto) como inespecifica (frente a ConA),
mientras que la inmunosupresion en las infecciones por L.infantum fue posterior. Por
ello, la reduccion de la capacidad linfoproliferativa inicial (2 semanas pi) observada en
los animales coinfectados debe relacionarse con la interferencia de la respuesta murina

por la infeccion con L.infantum (Finney et al., 2007; Reynolds et al., 2012).
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Las leishmaniosis viscerales inducen una respuesta mixta Th1/Th2 (Honor¢ et
al., 1998; Roldo et al., 2007; Loeuillet et al., 2016) aunque solo la respuesta Thl parece
desempefiar un papel relevante en la proteccion. H.polygyrus, por su parte, bloquea la
inmunidad protectora Th2 frente al helminto (Maizels et al., 2012). Sin embargo, no se
hall6 ninguna correlacion entre los niveles de IgG; y la proteccion (ej. reducida carga
parasitaria o hpg), lo que sugiere un escaso valor de los Ac detectables en la proteccion

(Hewitson et al., 2011).

Considerando de forma conjunta nuestros resultados, ademas de confirmar la
inmunosupresion inducida por H.polygyrus, ambos experimentos mostraron que en
presencia de una coinfeccion (L.infantum) existio una cierta polarizacion no completa
hacia una respuesta anti-nematodo de tipo Thl. Por otra parte, los elevados niveles de
IgG, anti-Heligmosomoides, sin ningin impacto en los pardmetros parasitologicos
estimados (hpg, carga parasitaria, fertilidad aparente), apoya el escaso papel de los Ac

en la proteccion frente al helminto.

No existen modelos subrogados ideales, por lo que no es posible trasladar
directamente los resultados obtenidos en el modelo murino empleado a las infestaciones
por otros tricostrongilidos, en particular H.contortus, en ganado ovino. A pesar de las
diferencias fisioldgicas, incluyendo el sistema inmunitario, de los hospedadores y las
diferencias del ciclo biologico de los agentes (H.contortus-abomaso; H.polygyrus-
intestino delgado), es plausible que las coinfecciones/coinfestaciones en el ganado
ovino tengan una notable repercusion sobre la respuesta inmunitaria frente a los
nematodos gastrointestinales. Este es un aspecto de notable importancia dado el
poliparasitismo natural de este ganado. Ademas, la recuperacion parcial de la inmunidad
protectora observada en los animales tratados con el inmunoestimulador bacteriano

(Capitulo 2) sugiere su posible utilidad frente a las nematodosis gastrointestinales.

4. La proteina recombinante rHc23. Caracterizacion

Las ventajas de los sistemas inmunoprofilacticos para el control de una
parasitosis y, en nuestro caso, la hemoncosis ovina son claras. Estas incluyen la
ausencia de residuos con actividad farmacoldgica en el medio, la potencial

“sostenibilidad” de los sistemas de produccion ganadera, la reduccion/desaparicion de
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los cuadros mas graves y, en el caso de las vacunas recombinantes, la homogeneidad de
los preparados inmunoprofilacticos. Sin embargo, a pesar de las evidencias obtenidas en
infestaciones y reinfestaciones naturales y experimentales por H.contortus, solo se han
logrado niveles de proteccion aceptables cuando se han utilizado en los ensayos formas
nativas de algunos de los antigenos del helminto. Por el contrario, las vacunaciones con
los homodlogos recombinantes han producido resultados inconsistentes o insatisfactorios

(Munn et al., 1993; Smith et al., 1994; Cachat et al., 2010; Roberts et al., 2013).

Por dicha razén, y basandonos en los resultados obtenidos en
infestaciones/reinfestaciones (Cuquerella et al., 1994), se intent6 el aislamiento y
purificacién de una proteina de masa molecular ca. 23-26 KDa (p26/23), asi como la
produccion de una forma recombinante de ella para su utilizacion en ensayos vacunales.
La variante recombinante obtenida, rHcp26/23, no fue capaz de inducir ninguna
respuesta protectora frente al reto con 16.000 L3 de H.contortus administrada a corderos

(300png) con adyuvante completo de Freund (Garcia-Coiradas et al., 2010).

Teniendo en cuenta que la proteina Hc23 ha sido capaz, en su forma nativa, de
proteger a los corderos de menos de seis meses de edad (67-86%) (Fawzi et al., 2014),
la falta de proteccion observada debia relacionarse con el producto recombinante. Un
analisis mas minucioso de la secuencia determinada originalmente mostré que la
proteina recombinante era defectiva. Trabajos ulteriores permitieron obtener una forma
recombinante, rHc23, que ha demostrado su eficacia, siendo la primera vacuna
recombinante eficaz frente a la hemoncosis (Fawzi et al., 2015; Matthews et al., 2016).
A pesar de dicho éxito, la informacion disponible sobre la proteina es escasa por lo que
se explord su caracterizacion mediante secuenciacion (espectrometria de masas) tras

separacion electroforética.

Se observo una diferencia sustancial en la masa aproximada estimada mediante
SDS-PAGE, ya que la proteina nativa mostrd un peso molecular (PM) de ca. 21,61 KDa
mientras que en la recombinante obtenida el PM fue de ca. 24,15 KDa. Las secuencias
peptidicas de la proteina fueron coincidentes con la secuencia deducida de la proteina
hipotética (ORF) HCCO00515 (Garcia-Coiradas et al., 2009). Aparentemente, esta
proteina presenta una variedad de isoformas observables en 2D-electroforesis, aunque

sus secuencias (tripsina, endo V8) eran homologas y dichas isoformas fueron
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reconocidas por sueros de corderos inmunizados, lo que confirmaba su identidad. Dicha
proteina puede existir en forma dimérica o bien formar dimeros espontaneamente, ya
que siempre estuvo presente una proteina de ca. 46 KDa, con similares secuencias y

reconocimiento en las inmunodetecciones con sueros de ovinos inmunizados.

Las secuencias obtenidas a partir de la recombinante, por secuenciacion
multiple y determinacién de huella peptidica de rHc23 en solucion, tras SDS-PAGE y
2D-electroforesis, mostraron la homologia de ambas proteinas, ademds de ser
reconocida rHc23 por los sueros de los corderos inmunizados con la proteina nativa. Era
claro, por tanto, que el sistema de clonacion y expresion habia sido adecuado. La
secuencia de ambas formas mostraba a su vez homologia con la secuencia deducida de

HCCO00515. Existian, sin embargo, algunos aspectos que deben ser destacados.

De una parte, ni en la secuencia obtenida mediante el método de Edman de los
20 aminoacidos (aa) del extremo N-amino (Garcia-Coiradas et al., 2009) ni en las
secuencias multiples obtenidas, el primer aa correspondia a metionina (M). De otra
parte, la proteina nativa purificada mostré una masa aparente de 21,61 KDa mientras
que en la recombinante dicha masa fue de 24,15 KDa. Esta diferencia no era debida a la
cola de 6 histidinas presentes en la recombinante, solo responsables de ca. 0,9 KDa. Las
diferentes masas corresponden al fragmento inicial, presente en rHc23, de 16 aa y que si
aparece codificado en la secuencia de HCCO00515. El hecho de no observarse este
fragmento inicial en la proteina nativa purificada (Garcia-Coiradas et al., 2010) sugiere
la existencia en Hc23 de una fraccion “transmembrana” que no apareceria en el extracto
soluble de adultos al quedar atrapada en la fraccion particulada del homogeneizado. Su
significacion es desconocida, pero la falta de proteccion inducida por la proteina
recombinante defectiva observada por Garcia-Coiradas et al., (2009) y la proteccion
lograda con rHc23 completa (Fawzi et al., 2015) sugieren que tal fragmento podria

desempetiar algin papel en la proteccion.

No conocemos la funcidon de esta proteina en H.contortus y la mayor parte de
la informacion en el helminto esta relacionada con secuencias deducidas a partir de
ORFs y no de la secuenciacion de aminodcidos. Por otra parte, el estudio cristalografico
a fin de deducir su estructura tridimensional no fue posible por el pequeiio tamafio de

los cristales obtenidos asi como su inestabilidad. Por ello, en el momento presente, a
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pesar de conocer la estructura primaria de Hc23 (y rHc23) (205 aa), asi como su
homologia con la fraccion p23/26 (Dominguez-Torano et al., 2000) y rHcp26/23
(Garcia-Coiradas et al., 2009), su papel en la fisiologia de H.contortus es alin
desconocida. Por otra parte, la falta de “moldes” (“templates”) a partir de proteinas
purificadas con elevada homologia no permite conocer su estructura. Es posible, sin

embargo, que los estudios bioinformaticos sean de utilidad.

5.  La proteccion inducida por rHc23 frente a la hemoncosis es dependiente del

adyuvante empleado

El uso de un antigeno recombinante para el control de la hemoncosis tiene
importantes  ventajas (ej. produccion estandarizada, enfoque ético, facil
almacenamiento). Ya que se trata de un antigeno expuesto, se considera que una
proteccion superior al 60% seria adecuada (Barnes et al., 1995). El antigeno
recombinante de H.contortus rHc23, producido en nuestras instalaciones, es capaz de
alcanzar de un 80% de proteccion (hpg, carga de helmintos) frente a la infestacion en
corderos usando hidréxido de aluminio como adyuvante y un programa de
inmunizacion estdndar con tres dosis de antigeno (100pg/dosis) (Fawzi et al., 2015). Es
conocido, ademas, que la eficacia de las vacunas depende de la eleccion adecuada del
adyuvante para inducir una respuesta inmunitaria eficaz (Stills, 2005) teniendo en
cuenta la activacion selectiva de los mecanismos efectores (Th1/Th2). Asimismo, la
dosis de antigeno administrada es importante por razones econdmicas, y se han
observado variaciones de la respuesta en dependencia de la dosis empleada en otros
sistemas parasito-hospedador (Estcourt et al., 2005; Atmar et al., 2007; Quan et al.,
2009; Rojo-Montejo et al., 2011). Entendimos, por ello, que era necesario explorar el
efecto tanto de la dosis antigénica como del posible valor de otros adyuvantes

habituales.

En nuestro trabajo ambos adyuvantes empleados (aluminio, QuilA) indujeron
la produccion de altos niveles de Ac circulantes (IgG anti-rHc23). Tanto la rapida
disminucién de IgG con aluminio como la elevacion mas notable y prolongada cuando
se empled QuilA podrian relacionarse con la doble activaciéon (Th1/Th2) del sistema

inmunitario por la saponina (Spickler y Roth, 2003; Nicholls et al., 2010). Por otra
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parte, la reactividad tanto en ELISA como en WB con el extracto soluble de adultos
(ESA) y el recombinante apoyan la similitud antigénica de la forma nativa y rHc23. En
el momento del reto, los corderos sometidos a la primoexposicion no mostraron ninguna
respuesta especifica frente a Haemonchus. Esta observacion es frecuente en las
infestaciones experimentales con el helminto (Cuquerella et al., 1994; Gomez-Muiioz et

al., 1999, 2001; Fawzi et al., 2014).

El reto no provoco alteraciones significativas ni en el numero de eosinofilos ni
en el valor hematocrito (PCV), probablemente por el buen estado fisiologico de los
animales y la dosis infestante, relativamente moderada. Sin embargo, existieron
importantes diferencias entre los grupos de animales en los parametros parasitoldgicos
considerados como criterio de proteccion: hpg (Bakker et al., 2004) y namero de
helmintos en abomaso (Gauly et al., 2002; Amarante et al., 2005). La reduccién
observada en la eliminacion fecal de huevos a partir de la 4* semana pi en los corderos
vacunados con rHc23 fue debida a la inmunizacion, ya que los grupos testigo que solo
recibieron el adyuvante no fueron significativamente diferentes de los testigos
absolutos. Los animales vacunados con rHc23 + aluminio redujeron >80% los valores
de hpg. Esta reduccion fue comparable a la obtenida con el antigeno nativo (Fawzi et
al., 2014) y con el recombinante en Assaf (Fawzi et al., 2015) y ligeramente inferior a la
obtenida en ovejas de raza Baladi (Kandil et al., 2017). Estos niveles de proteccion son
relevantes y confirman no solo el potencial valor de rHc23 sino también su posible
utilizacion en diferentes razas ovinas. La reduccion hallada en los animales que habian
recibido QuilA, sin antigeno, ha sido descrita previamente y puede estar relacionada con

la induccion de una proteccion inespecifica por el adyuvante (Spickler y Roth, 2003).

La poblaciéon de helmintos en abomaso, junto con su tamafio y fertilidad de las
hembras, es probablemente el mejor parametro estimativo del valor inmunoprotector de
rHc23 ya que determina tanto los signos clinicos de la infestacion como la
contaminacion ambiental con huevos de H.contortus. Todos los grupos vacunados con
el recombinante redujeron de forma significativa la carga parasitaria en el momento del
sacrificio (47,3 + 35,4% a 71 + 14,3%), de forma especial con la dosis antigénica mas
elevada (200pg/dosis) y con hidréxido de aluminio. De forma comparable a lo
observado en la eliminacion fecal de huevos, no existieron diferencias significativas

entre los corderos vacunados con la saponina + rHc23 y el grupo que recibié solo el
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adyuvante. Este hallazgo sugiere que, en nuestras condiciones, QuilA se comportd
como un inmunomodulador y casi el 50% de la proteccion inducida en los animales
vacunados con este adyuvante (G4) se debi6 aparentemente a la proteccion inespecifica
provocada por la saponina. Nuestros resultados confirmaron el valor de AI(OH); como
adyuvante en la inmunizacion con rHc23 frente a la hemoncosis ovina ya que el

aluminio no mostr6 ningun efecto cuando fue administrado en ausencia de antigeno.

Tanto en el caso de los valores de hpg como de la carga parasitaria gastrica se
observd una tendencia hacia una mayor proteccién con la dosis elevada de antigeno,
pero las diferencias no fueron significativas. Ello podria estar relacionado con la
presencia de corderos “respondedores” (“responders”) y “no respondedores” (“non
responders”) dentro de un mismo grupo de animales, asi como el tamafno reducido de
estos. Solo el empleo de grupos con un mayor niimero de animales puede determinar si

en el intervalo considerado (50 a 200ug rHc23/dosis) existen diferencias.

Se considera que la resistencia inmunitaria de ganado ovino est asociada a una
respuesta predominante Th2 (Lacroux et al., 2006; Miller y Horohov, 2006; McRae et
al., 2015). En nuestras condiciones, tanto la respuesta celular como la humoral estan
involucradas en la proteccion con rHc23 ya que los niveles de Ac inducidos por QuilA
no se correlacionaron con una mayor proteccion de los corderos, al igual que se ha
sefalado en ensayos vacunales con un antigeno de superficie del helminto (Jacobs et al.,

1999; Piedrafita et al., 2013).

Los niveles de proteccion alcanzados con otros antigenos recombinantes frente
a la hemoncosis han sido muy discretos o incluso ausentes y, actualmente —siguiendo un
modelo conceptual similar al utilizado en el desarrollo de Bm86 frente a ixddidos
bovinos (Willadsen et al., 1995)— el unico antigeno comercializado (Barbervax®™) es un
antigeno nativo. Esta vacunacion tiene algunas limitaciones [nimero de inmunizaciones
necesarias (5-6/animal), reducida proteccion, potencial riesgo de heterogeneidad de
lotes] (Emery et al., 2016; Meier et al., 2016; Magalhaes et al., 2017) ademas de las
consideraciones éticas al requerir la infestacion de corderos para la obtencion de

antigenos.

En este escenario la vacunacion con rHe23 ha logrado inducir con un protocolo

de inmunizacién convencional niveles significativos de proteccion frente a la
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hemoncosis ovina en los principales parametros (carga de helmintos en abomaso, hpg)
(70% - mas del 80%). Obviamente, existe un amplio margen de mejora (ej. calendario
de vacunacion, mejora de la produccion del antigeno recombinante), pero los resultados
combinados de nuestro experimento y los obtenidos previamente (Fawzi et al., 2015;
Kandil et al., 2017) confirman el papel relevante de rHc23 como candidato a una vacuna
de subunidades frente a H.contortus (Matthews et al., 2016). Incidentalmente, el empleo
de distintas razas ovinas (Manchega, Assaf) en los ensayos constituye una evidencia del

valor interracial de la vacunacion.

6. La inmunizacion con rHc23 induce una proteccion parcial en corderos

sometidos a infestaciones seriadas con H.contortus

Los ensayos de inmunizacién llevados a cabo con rHc23 mostraron su
capacidad para inducir una proteccion parcial significativa frente al reto con H.contortus
en administracion tnica (Fawzi et al., 2015; resultados del presente trabajo). Este disefio
experimental, habitual en todos los ensayos de vacunacion, sin embargo no reproduce
las infestaciones por el helminto en condiciones de pastoreo. En este caso, el acceso de
L3 del helminto al hospedador se produce mediante sucesivas infestaciones. Por ello, y
con objeto de evaluar el potencial inmunoprofilactico de rHc23 en condiciones mas
proximas a las naturales, se efectuaron inmunizaciones de corderos que fueron
posteriormente expuestos a infestaciones seriadas ( “trickle infections’) consistentes en
la administracion de 6 dosis de larvas infestantes (3/semana) y con dos niveles de

infestacion (1.000 y 2.000 L3/dosis).

Por otra parte, en infestaciones Unicas se habia observado que rHc23 inducia
proteccion en corderos tanto con hidréoxido de aluminio como con QuilA como
adyuvante (vide supra). Ademds, el inmunomodulador LPS de E.coli +
Propionibacterium acnes (inmunomodulador bacteriano, IB) provocaba en el modelo
H.polygyrus—ratén una proteccion reflejada en la disminucion de alteraciones en la
mucosa intestinal de los animales tratados, alargamiento del desarrollo larvario en la
mucosa y menor contaminaciéon ambiental con huevos del nematodo. Probablemente
esta proteccion podria estar relacionada con la modificacion de la inmunosupresion

inicial inducida por la infestacion por el helminto. Con estas consideraciones se utilizd
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como inmunédgeno rHc23 + IB en corderos y su exposicion posterior a infestaciones

seriadas con H.contortus.

En nuestras condiciones no se observaron signos clinicos notables ni reduccion
de PCV, probablemente como consecuencia de las dosis moderadas de L3 de
H.contortus administradas (6.000 y 12.000 L3). Ademas, no se aprecio la disminucion
de la tasa de implantacion descrita, al menos considerando la carga parasitaria de
adultos al final del experimento. De hecho la tasa de implantacion fue mas elevada
(>15%) que la obtenida con este mismo aislado del parasito en otros ensayos de
vacunacion (Fawzi et al., 2015; Gonzalez-Sanchez et al., 2018) lo que podria estar
relacionado con la dosis, el calendario de administraciones de L3, la raza ovina (tronco

Entrefino) y el momento del sacrificio.

Se observaron variaciones dentro de cada grupo, particularmente con la dosis
infestante baja, con algunos valores atipicos (“outliers”), posiblemente relacionados con
la variabilidad genética de los corderos (Hooda et al., 1999), circunstancia habitual en
ensayos con H.contortus y que obstaculiza la obtencion de resultados significativos
(LeJambre et al., 2008; Piedrafita et al., 2012). No obstante, la inmunizacién con rHc23
provocOd una proteccion parcial frente a infestaciones seriadas (3 dosis/semana, 2
semanas), con 1.000 L3 o 2.000 L3, con una reduccion media de los recuentos
acumulados de huevos de ca. 43% y una reduccion significativa (P<0,05) (45-60%) en
la carga de helmintos en abomaso, con mayor proteccion en los animales que recibieron
la dosis infestante elevada. Este nivel de proteccion fue inferior al logrado con retos en
dosis tnica con este mismo recombinante y diferentes adyuvantes (Fawzi et al., 2015;
Gonzalez-Sanchez et al., 2018) o con la proteina nativa (Hc23) (Fawzi et al., 2014). La
proteccion fue especifica ya que no se observd ninguna proteccion inespecifica (hpg,
carga parasitaria en abomaso) provocada por el IB, tal como ha sido descrito en

animales de mayor edad (Abel et al., 2009).

Los inmunomoduladores, incluida la combinacion de ambos componentes (IB),
son utilizados cada vez con mayor frecuencia en medicina veterinaria. LPS es un
adyuvante que induce, a través del receptor Toll-like 4 (TLR4), una respuesta Th1 en el
tejido linfoide y Th17 en el intestino (McAleer y Vella, 2010). Por su parte, P.acnes
actia modulando las células de la médula 6sea (Squaiella et al., 2006). La falta de

relacion entre los niveles de Ac y la proteccion frente a la hemoncosis apoya los
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resultados obtenidos previamente (vide supra) y sugiere que en la proteccion inducida

por rHc23 coexisten mecanismos celulares y humorales.

Considerando globalmente nuestros resultados, se ha logrado una proteccion
parcial frente a la hemoncosis con rHc23. Si bien es cierto que varios antigenos nativos
(Bakker et al., 2004; Cachat et al., 2010; Fawzi et al., 2014) son capaces de inducir
niveles significativos de proteccion y se ha iniciado la vacunacion con las glicoproteinas
de intestino de helmintos adultos (www.agric.wa.gov.au/print/node/1878) (H11 y H-
gal-GP), esta proteccion es insuficiente en periparto (Bassetto et al., 2014), requiere 5-6
revacunaciones con un intervalo de 6 semanas para obtener niveles significativos de
proteccion y, ademads, utiliza corderos infestados y sacrificados para la obtencion del

antigeno.

En ausencia de un sistema de cultivo para adultos de Haemonchus, un antigeno
recombinante seria una ventaja tanto desde un punto de vista ético como tecnologico.
Los resultados de proteccion obtenidos con otros recombinantes han tenido un valor
modesto, mientras que rHc23 ha sido capaz de proteger parcialmente a corderos
sometidos al reto tanto en dosis unica como en infestaciones seriadas (Fawzi et al.,
2015; Gonzalez-Sanchez et al., 2018), con distintos adyuvantes y en diferentes razas
ovinas. Es necesario desarrollar los protocolos de inmunizacion, pero los resultados
apuntan a rHc23 como un candidato potencial para el desarrollo de una vacuna

recombinante frente a la hemoncosis ovina (Matthews et al., 2016).
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8. Conclusiones

1. La administracién de lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) + extracto de
Propionibacterium acnes a ratones BALB/c infestados con Heligmosomoides
polygyrus (Nematoda) es capaz de inducir una proteccion parcial frente al
helminto con retraso en el desarrollo larvario en la mucosa, menor eliminacién

fecal de huevos (hpg) y reduccion de la inmunosupresion temprana.

2. La sobreinfeccion con Leishmania infantum de ratones infectados con
H.polygyrus agravo la helmintosis ya que los animales coinfectados mostraron
superiores cargas de helmintos, incremento de su longevidad y de los recuentos de
hpg. Ello apunta a la interferencia parcial de la coinfeccion en la respuesta

protectora frente al helminto.

3. La caracterizacion de la proteina de H.contortus Hc23 y su homologo
recombinante, rHc23, mediante electroforesis 2D, espectrometria de masas y
huella peptidica, confirm¢ la identidad de ambas, la presencia de isoformas, asi

como su posible dimerizacion.

4.  Lavacunacion de corderos con rHc23 es capaz de inducir una respuesta protectora
parcial de corderos frente al reto en dosis Unica con H.contortus con distintos
adyuvantes, especialmente hidréxido de aluminio, con reducciéon de los
parametros parasitologicos mas relevantes (hpg, carga parasitaria). La ausencia de
proteccion en los animales tratados solo con el adyuvante confirma el cardcter

especifico de la proteccion.

5. La vacunacion de corderos con rHc23 + inmunomodulador bacteriano (LPS +
P.acnes) protegié parcialmente, y de forma especifica, a corderos enfrentados a
infestaciones seriadas (6) tanto con dosis altas (2.000 L3/dosis) como bajas (1.000

L3/dosis).
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El valor predictivo del modelo subrogado empleado (H.polygyrus-ratdén) es
probablemente escaso para determinar la respuesta inmunitaria en las

infestaciones de corderos por H.contortus.

Nuestros resultados han confirmado el potencial de rHc23 como vacuna
recombinante frente a la hemoncosis ovina ya que es capaz de inducir una
respuesta protectora en distintas razas ovinas, diferentes regimenes de infestacion

y con diversos adyuvantes.
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Resumen

La hemoncosis ovina es una enfermedad parasitaria de distribucion mundial
causada por el nematodo gastrico Haemonchus contortus. La patogenia de esta
parasitosis se relaciona con la hematofagia de adultos y preadultos del helminto. La
enfermedad es responsable de importantes pérdidas econdmicas debido a la disminuciéon
de la produccion y calidad de carne, leche y lana en los animales adultos, asi como la
muerte de los corderos mas afectados. Su control se ha basado esencialmente en el uso
de antihelminticos. No obstante, el aumento de las resistencias frente a estos farmacos,
la falta de nuevos antiparasitarios y la creciente preocupacion social en la agricultura
sostenible, han provocado interés en el desarrollo de sistemas alternativos de control
tales como la inmunoprofilaxis. Los estudios en el ganado ovino estan limitados por su
coste y el desconocimiento de muchos aspectos de su sistema inmunitario, por lo que el
empleo de modelos subrogados de laboratorio seria relevante. Se ha logrado la
vacunacion de corderos frente a la hemoncosis con algunos antigenos purificados del
helminto. Sin embargo, las formas recombinantes homdlogas no han producido, en
general, resultados comparables. La proteina recombinante rHc23, desarrollada a partir
de un antigeno de adultos de H.contortus, ha sido una excepcion ya que ha logrado

niveles significativos de proteccion en corderos.

Teniendo en cuenta esta situacion se ha estudiado, en modelo murino
(BALB/c), la inmunomodulacion inducida por un adyuvante bacteriano
[Lipopolisacarido de Escherichia coli (LPS) + Propionibacterium acnes] en
infestaciones por Heligmosomoides polygyrus y su posible aplicacion al sistema
H.contortus-cordero. Asimismo, en este mismo modelo, se ha determinado el efecto de
una infeccidon intercurrente por Leishmania infantum. Se ha profundizado en la
caracterizacion de Hc23 y la forma recombinante (rHc23) mediante purificacion,
secuenciacion multiple y estudio cristalografico preliminar. Se ha valorado la capacidad
inmunoprotectora de rHc23 con distintos adyuvantes (hidréxido de aluminio - QuilA) y
dosis de antigeno (50ug/dosis - 200ug/dosis de rHc23) en infestaciones Unicas por
H.contortus. Finalmente, y con objeto de reproducir las infestaciones naturales, se ha

determinado la capacidad protectora de la vacunacion con rHe23 + inmunomodulador
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bacteriano (IB) en infestaciones seriadas (3 veces/semana, 2 semanas) con dos niveles

de infestacion (1.000 L3 y 2.000 L3).

Se ha demostrado el papel protector de IB en el modelo H.polygyrus-raton con
menor eliminacion de huevos, retraso en el desarrollo larvario en la mucosa y una
recuperacion de la inmunosupresion temprana inducida por el helminto. La infeccion
por L.infantum de ratones infestados por H.polygyrus provocd un agravamiento de la
helmintosis, con mayor eliminacion de huevos, superior carga parasitaria y longevidad
de los helmintos. La inmunosupresion inducida por el protista, en animales
coinfectados, sugiere la modulacién de la respuesta protectora frente al helminto (Th2 a
Thl). La caracterizaciéon de Hc23 y rHc23 ha confirmado su homologia, ausencia de
contaminacion y presencia de isoformas de la proteina, asi como su posible
dimerizacion espontdnea. Los resultados obtenidos en los ensayos de vacunacion en
corderos confirman el interés de rHc23 como candidato para la vacunacién frente a la
hemoncosis, con una elevada reduccion de los principales parametros parasitologicos
(eliminacién de huevos, carga parasitaria) en las condiciones ensayadas (dosis unica,
dosis maltiples), asi como el superior valor del hidroxido de aluminio como adyuvante.
Los mecanismos efectores de esta proteccion no son conocidos en este momento y en
las condiciones ensayadas no se ha observado ningin papel protector aparente de los
anticuerpos IgG; frente a estas infestaciones (H.contortus — H.polygyrus). Por otra
parte, los resultados obtenidos en el modelo subrogado no permiten una traslacion

directa a la hemoncosis.
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Summary

Sheep haemonchosis is a worldwide distributed parasitic disease caused by the
abomasal nematode Haemonchus contortus. Pathogenesis relates to the blood feeding of
preadult and adult stages of the helminth. Disease is responsible of important economic
losses due to diminished production and quality of meat, milk and wool and also to the
death of the most affected lambs. Control of the infection has relied almost completely
on the use of anthelmintics. However, resistance phenomena, unavailability of new
antiparasitic agents and the growing social concern on sustainable agriculture have
fostered the interest on alternative control systems such as immunoprophylaxis.
Experimental studies in sheep are hampered by their cost and the lack of information on
many aspects of sheep immune system; thus the use of surrogate laboratory models
would be relevant. Previous studies have shown the possibility of vaccination against
haemonchosis with several purified antigens of the helminth. However no comparable
results have been obtained, in general, with their recombinant counterparts.
Recombinant protein rHc23, developed from an antigen of adult H.contortus, has been

an exception since it has been able to elicit significant levels of protection in lambs.

In this scenario, immune modulation by a bacterial extract [Escherichia coli
lipopolysaccharide (LPS) + Propionibacterium acnes] (BI) of the infections by
Heligmosomoides polygyrus in a murine model (BALB/c) has been studied and also its
possible translation to H.contortus - lamb system. Moreover using a mouse model the
impact of an overinfection by Leishmania infantum on previously infected mice with the
nematode was determined. We have deepened our knowledge on both the purified
native (Hc23) and recombinant (rHc23) proteins by multiple sequencing and a
preliminary crystallographic study. Immunoprotection elicited by rHc23 has been
evaluated using different standard adjuvants (aluminum hydroxide, QuilA) and antigen
dosages (50pg/dose - 200pg/dose) in lambs subjected to a single challenge with
H.contortus. Finally and with the aim of mimicking natural infections the potential
immunoprotective value of rHc23 + BI has been evaluated in lambs subjected to trickle
infections (3 times/week, 2 weeks) with two different infective doses (1.000 L3 and

2.000 L3).
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Our results confirmed the protective role of the BI in the H.polygyrus — mouse
model, with reduced fecal egg excretion, delay of intrahost larval development and
recovery of the early immune suppression elicited by the helminth. By its part
overinfection with L.infantum of mice previously infected with H.polygyrus aggravated
the course of the helminth infection, with higher egg excretion and helminth burden and
increased longevity of the nematode. Immune suppression elicited by the protist
suggests the modulation, in coinfected animals, of the protective response against the
helminth (Th2 to Thl). Further characterization of Hc23 and rHc23 confirmed their
homology, absence of contaminating peptides and also the presence of isoforms, and the
possible spontaneous dimerization of the protein. Vaccination trials in lambs confirmed
the value of rHc23 as a candidate vaccine for lamb haemonchosis, with highly
significant reductions of the main parasitological parameters considered (fecal egg
excretion, abomasal helminth burden) in the conditions tested (single challenge, trickle
infections) and, particularly, with aluminum hydroxide as adjuvant. Effector
mechanisms involved in the protection are not known and in our conditions IgG;
antibodies, apparently, did not show any correlation with protection in both host-
parasite systems (H.contortus — H.polygyrus). Moreover results obtained in the

surrogate model did not allow a direct translation to lamb haemonchosis.
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