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“EVALUACION DE UNA VACUNA CONTRA FASCIOLA HEPATICA EN
OVINOS FORMULADA CON UNA PROTEINA DE TIPO KUNITZ EN
UNA NANOESTRUCTURA DE CRISTAL LIQUIDO”

RESUMEN

La fasciolosis en una enfermedad parasitaria, de distribuciéon cosmopolita y de
gran impacto en la salud animal y humana. Afecta las economias regionales y la salud de
las familias rurales. La especie ovina es considerada altamente susceptible y para su
control se propone el desarrollo de vacunas eficaces. El objetivo de este trabajo fue
evaluar una vacuna contra F. hepatica en ovinos infectados experimentalmente formulada
con una proteina Kunitz, asociado a un adyuvante de CpG-ODN/Coa-ASC16, en una
nanoestructura de cristal liquido, de comprobada eficacia en ratones. Se utilizaron 32
corderos distribuidos al azar en 4 grupos experimentales. Se tomaron muestras seriadas
de materia fecal y sangre para determinar recuento de huevos, enzimas hepaticas y
produccién de anticuerpos hasta la semana 16 pi, posteriormente se recolectaron los
adultos de higado y wvesicula biliar. Los higados extraidos fueron evaluados
macroscopicamente e histolégicamente La fertilidad de los huevos se valoro con el test
de eclosién. Los resultados indicaron un mejor desempefio de la segunda formulacion de
la vacuna con reducciones significativas en el conteo de adultos (49.6%), de huevos
(81.4%) menor porcentaje de eclosion, aumento en la produccion de anticuerpos IgG y
predominio de patron inflamatorio en la lesién hepatica, complementariamente se
demostro la utilidad de kunitz como herramienta de diagnostico seroldgico temprano de
fasciolosis. Se concluye una eficacia moderada de esta vacuna requiriendo nuevos
estudios y desafios naturales de infeccion que comprueben su utilidad para el control de

F.hepatica en ovinos en el marco de un plan sanitario integral.

Palabras clave: ovinos, Fasciola hepatica, kunitz, vacuna



“EVALUATION OF A VACCINE FORMULATED WITH A KUNITZ-TYPE
PROTEIN IN A LIQUID CRYSTAL NANOSTRUCTURE AGAINST
FASCIOLA HEPATICA IN SHEEP”

ABSTRACT

Fasciolosis is a parasitic disease with a cosmopolitan distribution that has a
significant impact on animal and human health. This affects regional economies and rural
families’ health. Sheep are considered to be highly susceptible, and the development of
effective vaccines has been proposed for their control. The aim of this study was to
evaluate a vaccine against F. hepatica in experimentally infected sheep formulated with a
Kunitz protein associated with a CpG-ODN/Coa-ASC16 adjuvant in a liquid crystal
nanostructure, which was proven to be effective in mice. Thirty-two lambs were randomly
divided into four experimental groups. Serial samples of fecal matter and blood were
collected to determine egg counts, liver enzyme levels, and antibody production up to
week 16 post-infection. Adult liver flukes and bile ducts were collected. Extracted livers
were macroscopically and histologically evaluated. Egg fertility was assessed using a
hatching test. The results indicated better performance of the second vaccine formulation,
with significant reductions in adult fluke count (49.6%) and egg count (81.4%), lower
hatching percentage, increased production of 1gG antibodies, and predominance of
inflammatory patterns in liver lesions. Additionally, the utility of Kunitz as a tool for early
serological diagnosis of fasciolosis was demonstrated. The moderate efficacy of this
vaccine requires further studies and natural infection challenges to confirm its usefulness

for F. hepatica control in sheep within the framework of a comprehensive health plan.

Keywords: sheep, Fasciola hepatica, kunitz, vaccine






Dedicatoria

A mi familia, mis hijos Juan Ignacio y Maria Victoria por entender las ausencias, a mi

esposo Alberto por ser comparfiero siempre.



Vi

Agradecimientos

A mi directora de tesis Laura Cervi por su dedicacion en todo el proceso, su paciencia

por mis tiempos acotados y su esmero en cada correccion realizada,

A mi codirectora, Marcela Larroza, por recibirme con calidez, sus ensefianzas y su

optimismo en cada observacién y sugerencia,

A Gali, Enrique, Emilio, Ezequiel y Alejandro, generosos comparieros de trabajo en el

corral con los corderos,

A los colegas docentes e investigadores de la UCC: Eduardo Frank, Oscar Anziani,
Gabriel Caffe, Laura Cooper, Jordana Auad por prestarme sus laboratorios y ayudarme

€on sus conocimientos,

Un especial agradecimiento a Ana Maria Martin quien con dedicacion hizo posible la
interpretacion histoldgica,

Al Dr. Barray su equipo del CIQUIBIC por sus aportes significativos.

Al equipo del CIBICI- Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, que me hicieron sentir en

casa,

A mis colaboradores estudiantes: Clara, Celina, Santiago, Maria y Sofia, por su

compromiso y empefio,

A las instituciones donde se llevo adelante este trabajo: INTA, Universidad Catdlica de
Cordoba y la Universidad Nacional de Cérdoba, que interpretan que la ciencia es la
mejor respuesta y que la manera de alcanzar los objetivos es el trabajo interinstitucional

interdisciplinario y colectivo.-



INDICE GENERAL

Capitulo I. Introduccion

1.1 DescripCion del parasito............ouiiiriniii e 11
1.2 Ciclodel Pardsito ........cooiniiniiii i 11
1.3 Impactode laenfermedad ..............coooiiiiiii i, 13
1.4 Patogeénesis de F. hepatica en laespecie ovina ................oceeevviiiiininn, 15
1.5 Respuesta inmune frente a F.hepatica.............c.cccceovv e e ee e v e 16
1.6 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune....................ooeeeennnn.. 17
1.7 Desarrollo de vacunas como estrategia de control de la enfermedad.......... 19
1.8 La proteina Kunitz (FhKT) y su uso como inmundgeno........................ 23
1.9 Justificacion de la importancia del estudio...................ooiiiiiiiina. 27
1.10 Hipdtesis de trabajo...........cooviieiiii 27
111 ODJEIIVOS. ..ttt e 28
1.11.1 Objetivo general....... ..o 28
1.11.20Dbjetivos eSPeCifiCOS. ........oviriii i 28

Capitulo I1. Materiales y métodos

2.1Ensayo de inmunizacién con sFhKT/CpG-ODN/Co0a-ASC16 ................ 29
2.1.1. Material biologico empleado..............cooviiiiiiiiiiiiiiie 29
2. L. L LOVINOS. ..ttt ettt e e 29
2.1 L.2IMBLACEICATIAS. ... vttt ettt et et e e e et e e e e 30
2.1.2 Descripcion de procedimientos. ..........vueuinieiiniiieieieieeaieeeaeaaennns 30
2.1.2.1Disefio del ensayo experimental................coeiiiiiiiiiiiiiiiiiee 30
2.1.2.2 Sintesis del antigeno sintético (sFhKT) y adyuvante utilizado............. 32
2.1.2.3. Andlisis de la respuesta de anticuerpos por ensayo inmuno-enzimatico
(ELIS A ) et 32
2.1.2.4 Recuento de huevos de Fasciola hepatica en materia fecal................ 33
2.1.2.5 Determinacion de enzimas hepaticas: alanino aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) en Suero............ccoovviviiiiiiiiiiiiinieinene. 34
2.1.2.6 Evaluacion histopatologica de dafio hepatico...............ccovvvivininnnn.n. 34
2.1.2.7 Recuento de ejemplares adultos de F. hepatica.............c..c.cceveeeveeenn. 35
2.1.2.8 Test de eclosion de huevos..........cooviiiiiiiii i, 35
2.1.2.9 Analisis estadistico de 108 datos...........ceovviiiiieii i 36
2.2 Ensayo de diagndstico de F.hepatica utilizando Kunitz en sueros ovinos...... 38
2.2.1Material biologico empleado............oooiiiiiiiiiiii i 38
2.2. 0.0 OVINOS. ...ttt et e e e e e e e e e e 38
2.2.1.2IMBLACERICATIAS. . ...ttt ettt ettt ettt e e et e e et e 38
2.2.2 Descripcion de procedimientos. ..........vveuiniiriniiiiiiieeeee e, 39
2.2.2.1Construccion de 10s plasmidos. ..........o.oveiiiiiiiii e 39
2.2.2.2Expresion y purificacién de proteinas kunitz recombinantes (FhKT1.1, FhT1.3,
FRKTA) e 39

vii

2.2.2.3 Andlisis de la respuesta de anticuerpos por ensayo inmuno-enzimatico (ELISA)

anti SFhKT sintético (SFhKT) y recombinantes (rFhKT).............................. 40
2.2.2.4Analisis estadistico de 105 datos. ......oueeeeene e, 40



Capitulo I11. Resultados

3.1 Reduccion de numero de huevos de F. hepatica en ovinos vacunados......... 42
3.2 Reduccion en la cantidad de adultos de F.hepatica recuperados en higado y
vesicula biliar en 0vin0S vacunados..............coovveiiiiiiiiiiiie e 45
3.3 Reduccion en el porcentaje de eclosion de huevos en ovinos vacunados..... 46
3.4 Valoracion macroscépica del dafio hepatico..............c.oevviiiiininn.... 48
3.5 Anélisis histopatologico del tejido hepatico..............coovvvviiiiiiiiiinnn.. 48
3.6 Determinacion de las enzimas hepéticas en ovinos bajo ensayo................ 53
3.7 Produccion de anticuerpos 1gG en ovinos de ensayo................c.cc.evennn... 56
3.8 Comparacion de la alineacion de la secuencia de aminoécidos y el modelado de
inhibidores de tipo Kunitz de F. hepatica... . vereeereeee.. D8
3.9 Evaluacion de las respuestas de antlcuerpos antl thKT y antl thKT en ovinos
infectados experimentalmente con F. hepatica....................ocooiiiiinnn. 61
Capitulo IV. DiSCUSION. ...t e, 69
Capitulo V. Conclusiones y perspectivas.............cccoeeviiiiriiiiiiniinnnn, 80

Capitulo VL. Bibliografia.............ccooiiii 83

viii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1.Eficacia de vacunas contra F. hepatica evaluada en ovinos (1999-2023).. 22

Tabla 2. Asignacion de los animales a los grupos de ensayo experimental de

TMUNIZACTION. . .ttt ettt e e e e e ettt et et et e e e e 29
Tabla 3. Distribucion de los animales a los grupos experimentales.................. 38

Tabla 4. Recuento de huevos de F. hepatica por gramo de materia fecal segun

52171003 (1100 J U 43

Tabla 5. Recuento de adultos de F.hepatica recuperados de higado y vesicula

L5} - 45
Tabla 6. Extension del dafio macroscopico en higado...............ccoevvinininnn. . 48
Tabla 7. Indicadores de lesiones hepaticas..............cocoiveiiiiiiiiiiiiainn. .. 49

Tabla 8. Valores medios de DO para sSFhKT y rFhKT en sueros de ovinos infectados

con F. hepatica (ClI), grupo control sanos (CS) y ovinos con otras parasitosis.... 63

Tabla 9. Precision del test diagnostico utilizando FhKT....................ocoeeeni. 65



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo biologico de Fasciola hepatica...................coooiiiiian, 13

Figura 2. Modelo de respuesta inmune frente a la infeccion crénica por

Fasciola hepatiCa en OVINOS............ouiiiiiiit e 19
Figura 3. Formulacién de OVA y CpG con la nanoestructura....................... 26
Figura 4. Esquema de disefio experimental ......................ocooiiin . 31
Figura 5. Huevos de Fasciola hepatica.............c.ccc oo e cevvi e e v e, 33
Figura 6. Valoracion macroscopica del dafio hepatico.............................. 35
Figura 7. Recuento microscopico del test de eclosion de huevos................... 36

Figura 8. Recuento de huevos de F. hepatica segun tratamiento y semanas pos

INFECCION. .. e 44
Figura 9. Valores medios de recuento de F.hepatica ................cccoo oo ceeeveee .. 46
Figura 10. Valores medios de porcentaje de eclosion de huevos.................... 47
Figura 11. Anélisis histopatol6gico de las lesiones encontradas..................... 50
Figura 12. Lesion hepatica Segun grupo0..........vvveriiirenieereieeeiaeeeeaeenanns 51
Figura 13. Biplot y ARM Lesiones hepéticas y grupos experimentales............. 52
Figura 14. Valores séricos de ALT y AST segun grupo experimental y tiempo de
INFECCION. ..o 54-55
Figura 15. Deteccién de anticuerpos IgG especificos de sFhKT..................... 57
Figura 16. Alineacion de secuencias de aminoacidos y modelado de proteinas

B T e 60
Figura 17. Expresion y purificacion de proteinas de fusion rFhKT................... 61

Figura 18. Respuesta de anticuerpos anti-1gG en ovinos infectados (Cl) a SFhKT,
FNKTL.1, FhKTL.3 Yy FhKTA. e 62-63

Figura 19. Respuestas de anticuerpos de reactividad cruzada a SFhKT, FhKT1.1,
FhKT1.3 y FhKT4 de ovinos infectados con F. hepatica (Cl) mediante ELISA en
comparacion con aquellas infectadas con otros parasitos..................c.c.oeevene... 64

Figura 20. Capacidad discriminante del diagndstico de F. hepatica en ovinos mediante
Bl USO de FhK T ..., 67



Xi

Figura 21. Comparacion del desempefio de Kunitz sintético (SFhKT) y recombinantes
(FhKT1.1, FhKT1.3, FhKT4) en el diagnostico de ovinos infectadas con F. hepatica.68

ABREVIATURAS

ADCC Citotoxicidad celular mediada por anticuerpos
APC Aloficocianina

ALT Alanina aminotranferasa

ASC16 Acido ascorbico

AST Aspartato aminotranferasa

BSA AlbUmina sérica bovina

CD Células dendriticas

CpG-ODN Cytosine-phosphate-guanosine - oligodeoxynucleotide
DAMPs Patrones moleculares asociados a dafio tisular
DE Desviacion estandar

DO Densidad optica

DPI Cloruro de difenilenodonio

ELISA Enzimoinmunoensayo en fase solida

ET Extracto total

F. hepatica Fasciola hepatica

FhCL1 Catepsinas L 1 F. hepatica

FhCL2 Catepsinas L 2 F. hepatica

FhCL3 Catepsinas L 3 F. hepatica

NEJ Larva migrante juvenil

OMS Organizacién Mundial de la Salud

OVA Ovoalbumina

ON Oxido nitrico

PAMPs Patrones moleculares asociados a patogenos
PBS Solucién tampon de fosfatos

PES Productos excreto-secretores de F. hepatica



PRRs
ROS
SFB
Th
TLR
TMB
TNF

Receptores de reconocimiento de patrones
Especies reactivas de oxigeno

Suero fetal bovino

Linfocitos T cooperadores

Receptor tipo Toll
3,3%,5,5’-Tetrametilbenzidina

Factor de necrosis tumoral

xii



Xiii



11

CAPITULO I. INTRODUCCION
1.1 Descripcion del parésito

La fasciolosis es una zoonosis parasitaria producida por el helminto Fasciola
hepatica. F. hepatica es un parasito helminto clasificado en el Phylum Platelmintes,
subphylum Neodermata, clase Trematoda, subclase Digenea, superorden
Anepitheliocystida, orden Echinostoma y familia Fasciolidae. Esta familia contiene
nueve especies que parasitan fundamentalmente grandes herbivoros, sin embargo: F.
hepatica, F. gigantica y Fasciolopsis buski, son capaces de infectar a la especie humana
(Lotfy et al., 2008). Ademas, se han descripto en regiones de Asia y Africa donde
coexisten las dos especies F. hepatica, F. gigantica, fendmenos de hibridizacién e
introgresion que explicarian la variabilidad genética presente en esa poblacion de
F.hepatica (Agatsuma et al., 2000; Flores-Veldzquez et al., 2023; Nukeri et al., 2022).
Morfolégicamente, los vermes adultos de trematodos digeneos son planos
dorsoventralmente y presentan simetria bilateral. Estos organismos son hermafroditas
carecen de sistemas circulatorio y respiratorio, presentan dos ventosas de ubicacién oral
y ventral que le permiten la adhesion a la pared de los conductos biliares. Estan
recubiertos por un tegumento con una capa de glicocalix que representa la interfaz entre
el parésito y el hospedador e interviene en la evasion de la respuesta inmune (Keiser &
Utzinger, 2009).

1.2 Ciclo del parasito

Fasciola hepatica, al igual que los otros parasitos de la subclase Digenea,
presenta ciclo indirecto, necesitando un hospedador intermediario. Se han informado al
menos 20 especies de la familia Lymnaeidae como posibles hospedadores intermedios en
el ciclo de vida de F. hepatica. EI de mayor distribucion en Europa y Asia es un caracol
molusco del género Galba (Dreyfuss et al., 2021). Estudios recientes de identificacion
molecular de caracoles presentes en el norte de la Patagonia argentina identificaron a G.
viatrix como la especie de mayor distribucion (Soler et al., 2023). En nuestro pais esta
descrito ademéas Pseudosuccinea columella en la zona noreste y en la provincia de
Cordoba (Moriena et al., 2008; Zarco et al., 2011). Estudios referidos al potencial bidtico
de F. hepatica indican que el parasito presenta una alta capacidad reproductiva, con un
potencial bidtico, calculado por un modelo matematico de 6.7% por dia pudiendo cada
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caracol infectado producir un promedio de 270 cercarias (lturbe Espinoza & Muiiiz
Pareja, 2013).

El ciclo completo de F. hepatica dura entre 14-23 semanas pudiendo describirse
en cinco fases (Fig.1) La primera fase del ciclo se inicia con la liberacion de huevos desde
la vesicula biliar del hospedador definitivo (HD) hacia el duodeno y de alli con las heces
al exterior. La fase 2 incluye el desarrollo embrionario y la eclosion del miracidio (Mas-
Coma et al., 2005). La fase tres incluye la culminacion del desarrollo del embrion en el
hospedador intermediario (HI), desde el estadio de miracidio hasta el estadio de cercaria.
El miracidio presenta una cuticula ciliada que le permite nadar y encontrar su Hl, este
estadio de F. hepatica no se puede alimentar con lo cual si no encuentra al caracol, su HI,
a las 24 h muere. El ingreso al HI se realiza por accion de enzimas proteoliticas. Al
ingresar a su HI, el miracidio se transforma en esporocito que migra a través de los vasos
linfaticos y sanguineos hasta la glandula digestiva donde continda su desarrollo hasta el
estadio de redias que migran dentro del caracol, produciendo dafio en los tejidos y
posteriormente son liberadas al medio externo. La fase 4 del ciclo incluye el pasaje de la
cercaria, etapa de desarrollo adaptada al medio acuéatico que le permite la bisqueda y
adhesion a plantas acuaticas, a metacercarias, el estadio infectante para el hospedador
definitivo (HD). La fase 5 comienza con la ingestion de la metacercaria por parte del HD.
El proceso de desenquistamiento de la metacercaria es rapido: comienza a la hora pos
ingestion y a las dos horas migra hacia la cavidad abdominal. A partir del
desenquistamiento de las metacercarias se originan las formas juveniles denominadas
NEJ (new excysted juvenile) estas liberan cistein proteasas, tales como: Catepsina L y B
que les permite atravesar la pared intestinal y llegar a cavidad abdominal migrando hacia
el higado, sin embargo algunos autores indican la posibilidad de migracion de las formas
juveniles NEJ, a través del colédoco sin necesidad de atravesar la pared intestinal
(Andrews et al., 2021; Becerro-Recio et al., 2022; Mas-Coma et al., 2005; Moazeni &
Ahmadi, 2016).
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Fig 1

Fig.1 Ciclo biol6gico de Fasciola hepatica. 1. Eliminacion de huevos al exterior con las heces. 2.
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1.3 Impacto de la enfermedad

La fasciolosis es cosmopolita y se encuentra en continua expansién debido a la
diversidad de mamiferos hospedadores infectados, incluyendo burros, caballos, alpacas,
mulas, nutrias, entre otros (Carmona & Tort, 2017), asi como la adaptacion de sus
hospedadores intermediarios (caracoles de la familia Lymnaeidae) a una amplia gama de
entornos ambientales diferentes (Mas-Coma et al., 2022; Pomé & Alim, 2016; Rodriguez-
Pérez & Hillyer, 1995). A nivel mundial los ovinos y bovinos son los principales HD de
F. hepatica. Las pérdidas econdmicas que produce esta enfermedad en la produccién

ganadera son dificiles de estimar, pero se calculan en alrededor de US$ 3 mil millones

anuales (Rashid et al., 2019).
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Esta helmintiasis ha sido declarada por la Organizacién Mundial de la Salud como una
enfermedad emergente y en forma mas reciente ha sido considerada enfermedad
neotropical desatendida, debido a su alto impacto en la salud humana reportandose un
incremento en el nimero de casos (Dalton, 2021). Esta emergencia, parece estar
relacionada a la aparicion de dos fendmenos que favorecen la infeccion: la aparicion de
parésitos resistentes al triclabendazol, el farmaco de primera linea para el tratamiento de
esta parasitosis en el ganado y los cambios climaticos que facilitan la supervivencia del
caracol, HI y del estadio infectante: las metacercarias del parésito. La resistencia a
triclabendazol se ha registrado en el tratamiento de fasciolosis en animales y en medicina
humana (Fairweather et al., 2020; Gil et al., 2014; Kelley et al., 2016; M. Larroza et al.,
2023; Olaechea et al., 2011).

En América del Sur, las zonas endémicas para fasciolosis se han descripto en las
regiones del altiplano, principalmente en las areas de mayor altitud de paises como
Bolivia, Pert y Chile. En nuestro pais la distribucién de la enfermedad es amplia y de
acuerdo a los registros de los laboratorios oficiales del INTA, la prevalencia de la
enfermedad en la Region Patagdnica es del 59 % en ovinos y 68 % en bovinos de la
enfermedad (Abdala et al., 2022). En linea con esto, estudios desarrollados por la
Universidad Catolica de Cordoba de estructura poblacional en ovinos han demostrado
altas prevalencias en majadas presentes en las sierras de Cérdoba en particular en las areas
relacionadas con las pampas de altura: pampa de Achala, de Olaen y pampa de San Luis.
En Argentina, la situacion de la fasciolosis humana no ha sido objeto de un analisis
adecuado a pesar de que en paises vecinos como Bolivia y Chile se informaron areas
hiperendémicas hace mucho tiempo (Aptetal., 1993; Mas-Coma et al., 1999). Asimismo
en un analisis de datos en el periodo 1980-2008 se contabilizaron para Latinoamérica
1.378.341 casos reportados de humanos infectados y se calcula que la poblacion en riesgo
mundial para esta enfermedad supera es de 1066 millones de personas (Furst et al., 2012).
Relacionado a esto, una revisioén de Mera y Sierra en nuestro pais, indica que el mayor
numero de humanos infectados con fasciolosis ha sido reportado en la provincia de
Cordoba seguido por la provincia de Catamarca. (Mera y Sierra et al., 2011). Esta
discordancia entre la prevalencia de fasciolosis humana y animal podria ser debida a la
ausencia de informes de los casos humanos, ya que su declaracion no es obligatoria, 0 a

factores relacionados con un diagnoéstico incorrecto o insuficiente relacionado a la
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dificultad en el acceso a servicios de salud para los habitantes de zonas rurales (Carnevale
et al., 2016; Malandrini et al., 2011; Mera y Sierra et al., 2011).

1.4 Patogénesis de F. hepatica en la especie ovina

La especie ovina es considerada de alta susceptibilidad sin diferencia de edad y
sexo y no desarrolla resistencia para proximas infecciones. Es la especie que mas
contribuye a la contaminacion de pasturas sumada a la alta capacidad de produccién de
huevos de F. hepatica, ya que puede diseminar 20.000-50.000 huevos diarios (Happich
& Boray, 1969; Olaechea et al., 2011; Stuen & Ersdal, 2022; Toet et al., 2014). Se
distinguen dos fases de la enfermedad una de tipo aguda, asociada a la migracion de los
juveniles por el parénquima hepético y la fase cronica vinculada a la permanencia de
adultos en vesicula biliar. La presentacion aguda puede provocar la muerte del animal
asociado a hemorragias agudas y masivas. Los signos clinicos asociados son: palidez de
mucosas, debilidad, dolor y disnea. Al andlisis de sangre se evidencia una anemia
macrocitica hipocrémica, hipoalbuminemia, esosinofilia y elevacion de las enzimas
hepaticas (ALT, AST). La presentacion cronica se caracteriza por pérdida progresiva de
condicion corporal, anemia, mortandad asociada con alta carga parasitaria y mas
frecuente en la ultima fase de gestacidn, las mucosas palidas y el edema submandibular
son los signos clinicos mas frecuentes de observar. También se evidencia
hipoalbuminemia, enzimas hepaticas elevadas y eosinofilia (Howell & Williams, 2020;
Mas-Coma et al., 2022; Stuen & Ersdal, 2022). La patogenia de la fasciolosis es un
proceso complejo que se produce en dos fases diferenciadas: la fase parenquimatosa
asociado a la presentacién aguda y la fase biliar vinculada a la presentacion crénica de la
enfermedad. La fase parenquimatosa se inicia con la penetracion de la capsula hepatica,
capsula de Glisson, por las formas juveniles (NEJ) del parasito. Posteriormente migran
a través del parénquima hepatico. Durante esta fase migratoria, el tegumento del parasito,
provisto de espinas que mantienen la posicion dentro del 6rgano, provocan dafios
mecanicos abrasivos. Estas espinas ayudan al parasito a mantener su posicion en el
higado. El dafio producido al higado no solo es de tipo abrasivo sino causado ademas por
la secrecion de moléculas por parte de las formas juveniles. La migracion produce
lesiones necroticas y hemorragicas en el higado que desencadenan reacciones

inflamatorias. Posteriormente, se produce la fase biliar, en los conductos biliares, los
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parésitos ejercen una accién mecanica y quimica combinada. A través de su ventosa oral,
los parasitos adultos causan dafios mecénicos al alimentarse de la sangre y del parénquima
hepatico adyacente al conducto. La presencia de hepatocitos macerados en la ventosa oral
y en la faringe del parasito evidencian la erosion epitelial, traumatismo, lesién focal del
conducto y de pequefios vasos sanguineos. Asimismo, se ha demostrado que F. hepatica
libera cantidades significativas del aminoécido prolina, necesario para la sintesis de
colageno por parte de los fibroblastos. Estas dos acciones, el dafio mecanico y la
liberacion de prolina, ejecutadas por el parasito adulto, provocan una respuesta
inflamatoria eosinofilica y granulomatosa grave y una marcada hiperplasia de las vias
biliares (Flores-Velazquez et al., 2023; Lopez et al., 1993; Zafra et al., 2013).

1.5 Respuesta inmune frente a F. hepatica

El primer reconocimiento de las metacercarias y las formas juveniles (NEJ) se
produce en el intestino con activacion de la mucosa intestinal. Primeramente se considera
el reconocimiento de antigenos tegumentales del parasito (proteinas y carbohidratos
glicosilados) que inducen la proliferacion de células T a partir de la activacién de células
dendriticas (CD) (Aldridge & O’Neill, 2016). Otras células intervinientes son los
mastocitos, quienes liberan prostaglandinas, leucotrienos y citoquinas tales como factor
de necrosis tumoral (TNF-a) o IL-4. En la respuesta celular también se evidencia la accion
de los eosindfilos y macrofagos quienes actlan a través de mecanismos de accién
mediados por anticuerpos que al unirse al componente C3b del complemento liberan
componentes activos de oxigeno, esta accion se demostro eficaz en ovinos de la raza
indonesa de cola fina, resistentes a la infeccién con F. gigantica (Piedrafita et al., 2007,
Raadsma et al., 2007). Se considera que en las etapas tempranas de la infeccion por F.
hepatica la respuesta inmune es una combinacion de tipo Th1/Th2 con un incremento de
las citoquinas IL-4, la IL-10, IFN-yy TGF-beta, a medida que avanza la enfermedad este
perfil se modifica a una predominio de tipo TH2 dependiente de IL- 4 . A diferencia de
los que ocurre en ratones o en bovinos donde hay una marcada eosinofilia en el peritoneo,
en los ovinos se observa un proceso de apoptosis de los eosinofilos (Naranjo-Lucena
et al., 2021; Ryan et al., 2020). En relacion a las inmunoglobulinas (lg), en infecciones
experimentales se observé un incremento de Ig totales a partir de la tercera semana pos
infeccion. Dentro de los isotipos, la IgG1 mostro los valores més elevados y la IgM fue
detectada mas tempranamente. En tanto el isotipo IgA, evidencio una respuesta bifasica

y temprana en ovinos infectados (Flores-Velazquez et al., 2023; Phiri et al., 2006).
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1.6 Mecanismos de evasion de la respuesta inmune

La persistencia de este parasito en su hospedador definitivo demuestra la
eficiencia en sus mecanismos para evadir la respuesta inmune. En esta evasion intervienen
diferentes estructuras y procesos metabdlicos. La primera linea de defensa del parasito
respecto al hospedador es el tegumento, este presenta caracteristicas como su alta tasa de
renovacion que lo protegen contra las enzimas digestivas, las propiedades surfactantes de
la bilis y la respuesta inmune del hospedador. La alta tasa de renovacion sobre todo en las
fases tempranas de migracion (menos de 3 horas para reemplazo completo), impiden
establecer un contacto duradero y efectivo contra los neutrofilos y eosinofilos que
posibiliten su degranulacién y destruccién ya que se desprenden conjuntamente con el
glucocéliz (de la Torre-Escudero & Robinson, 2020; Wilson et al., 2011).
Conjuntamente con la alta tasa de renovacion del tegumento se ha demostrado la
secrecion de glicoproteinas como antigenos tegumentarios, principalmente N-glicanos de
oligomanosa que se unen al receptor de manosa, que pueden inducir respuestas de
hiporeactividad y supresion de citoquinas en células T CD4+ (Aldridge & O’Neill, 2016).
Asimismo se ha demostrado una estrategia de evasion del sistema de complemento basada
en la presencia del acido sialico terminal en la composicion del glucocaliz disminuyendo
la union de la fraccion C3 a la superficie del parasito y evitando de esa manera la
activacion por via alterna (Rodriguez et al., 2018). De manera mas reciente se ha
demostrado que F. hepatica expresa un ARN mitocondrial (miARN) homologo del
hospedador mamifero que regula la activacion de los macréfagos, principal célula de
defensa en la etapa temprana de la enfermedad (Flores-Velazquez et al., 2023; Tran et al.,
2021). En el mismo sentido se constata que F. hepatica libera productos de distinta
naturaleza que interactan con el hospedador y son capaces de ejercer diversos efectos en
las células del sistema inmune. Estos productos denominados excretores-secretores (PES)
son componentes solubles o estan presentes en vesiculas extracelulares liberadas por el
parasito que presentan actividad inmunomoduladora. Estos productos, PES, son
reconocidos por células de la inmunidad innata tales como células dendriticas (CDs) y
macrofagos. Estas moléculas suprimen la activacion y maduracion de las células
dendriticas, careciendo de marcadores clésicos (CD80, CD86, MHCII, CD40) y por lo
tanto una disminucion en las citoquinas inflamatorias (IL-12, TNFa) (Carranza et al.,
2012; Falcon et al., 2012). La liberacion de productos excretores-secretores en conjunto

con la expresion de antigenos tegumentales del parésito y alarminas derivadas del
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hospedador, producidas por el dafio en la pared intestinal promueve el reclutamiento de
macrdfagos. Estas células son activadas alternativamente expresando elevados niveles de
actividad de arginasa a expensas de la disminucion de la respuesta de la enzima 6xido
nitrico sintetasa inducible (iNOS), permitiendo la diferenciacion a células Th2 y células
T regulatorias. Otro efecto inducido por este parasito, es el reclutamiento de mastocitos a
la cavidad peritoneal que permitiran disminuir la reaccion a ligandos de bacterias
provenientes del lumen intestinal e inhibiendo la respuesta Thl inducida por la
traslocacion bacteriana (Fig 2) (Donnelly et al., 2005). También ha sido comprobado que
la maduracién de CDs se ve afectada por los antigenos de este parasito, impidiendo que
los agonistas de Receptores tipo Toll (TLR) puedan realizar la activacion. En cuanto al
fenotipo se ha visto que se genera un nuevo tipo de CDs denominada “semi-maduro” que
se lo asocia con respuestas tolerogénicas (Frick et al., 2010). Es decir que los antigenos
provenientes de F. hepatica pueden modular la respuesta inmune a través de la
manipulacion de la actividad y funcion de las CDs, promoviendo la induccion de

respuestas ineficaces en la eliminacion del parasito.

Fig.2
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Figura 2. Modelo de respuestas inmunes en infecciones con F. hepatica en ovinos. (A) Etapas tempranas
con respuesta mixta Thl/Th2. (B) Etapas tardias con predominio de respuesta Th2. (C) Respuestas
vacunales protectivas con predominio Thl y liberacion de IFN-y y respuestas no protectivas con predominio
Th2y liberacion de IL-4. (D) Pasos a considerar en el desarrollo de vacunas. Adaptado de Flores-Velazquez
et al., 2023.

1.7 Desarrollo de vacunas como estrategia de control de la enfermedad

A mediados del siglo XX el control de estas enfermedades a través de la
aplicacion de antiparasitarios fue una alternativa de alto beneficio. Sin embargo, esta
practica produjo una seleccion en las poblaciones de paréasitos provocando resistencia a
los medicamentos disponibles (Anziani et al.,, 2014; Hennessey et al.,, 2020;
Wolstenholme et al., 2004). En ese marco se postuld la necesidad de un manejo
antiparasitario sustentable basado en el diagndstico temprano y tratamiento con drogas
de comprobada eficacia, planificacion del pastoreo, la seleccidn de genotipos resistentes
mediante analisis genético y finalmente el desarrollo de vacunas (Besier et al., 2016; Nari
et al., 2000).

En el desarrollo de vacunas contra parasitos se aplicaron distintas tecnologias

conocidas como de primera, segunda y tercera generacién. En el primer caso se
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mencionan aquellas que utilizan en su constitucion el parasito entero que ha sido
desactivado o muerto, como es el caso de la vacuna desarrollada por INTA contra la
enfermedad de tristeza bovina y las utilizadas en Australia. Estas vacunas usadas contra
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale presentan limitaciones por el
costo de fabricacion, el riesgo de producir reacciones de anafilaxis y el estricto control de
cadena de frio (Florin-Christensen et al., 2014). Las vacunas de segunda generacion son
aquellas elaboradas a partir de proteinas purificadas mediante técnicas de ingenieria
genética y las denominadas de tercera generacion son aquellas que utilizan proteinas
recombinante en su constitucion. En el caso de las vacunas contra Leishmaniasis se han
desarrollado los tres tipos de vacunas con presencia en forma comercial las de segunda y
tercera generacion: CaniLeish, Leish-Tec respectivamente (Bongiorno et al., 2013). Para
el control de hidatidosis se ha desarrollado una vacuna comercial de tercera generacién
con un efectividad del 98% en la reduccion de quistes hidatidicos en ovinos (Heath et al.,
2003; Lightowlers et al., 2000).

El inicio del desarrollo de vacunas experimentales contra F. hepatica se remonta
a 1966, utilizando primeramente metacercarias irradiadas no observandose diferencias
significativas en el conteo de trematodos adultos (Creaney et al., 1995). Posteriormente,
las investigaciones se centraron en el uso de los productos de excrecion-secrecion (PES)
como candidatos vacunales. Primeramente se utilizaron las proteinas nativas como
antigenos, entre ellas se encuentran proteasas como catepsina L, glutation transferasa
(GST) leucina aminopeptida (LAP) y la proteina de union a é&cidos grasos
(FABP)(Molina-Hernandez et al., 2015; Toet et al., 2014). En ensayos de vacunacion,
estas proteinas indujeron significativos niveles de proteccion en el ganado, con reduccién
de la carga de trematodos adultos (RCA), la produccién de huevos, y también de la
patologia en higado. Sin embargo, informes mas recientes de los ensayos de vacunas en
ovinos donde se utilizé6 como inmundgeno a varias formas recombinantes y funcionales
(con actividad enzimatica) de estos antigenos tales como catepsina L1, GST vy
peroxirredoxina (FhPrx) de F. hepatica no se reportd una reduccion significativa de las
cargas de adultos (RCA) , pero si del desarrollo de la patologia hepatica (Mendes et al.,
2010; Zafra et al., 2013).

En relacion a catepsina L1 (FhCL1) ha sido la proteina méas estudiada como candidato
vacunal, se expresa en forma temprana en F. hepatica y se considera que su actividad

proteasa le permite atravesar la pared intestinal y ademas interviene en la digestion de la
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hemoglobina a través de la escision de los enlaces peptidicos interviniendo en la
alimentacion del parasito (Lowther et al., 2009). Estudios recientes con proteinas
recombinante (rFhCL1) han demostrado una baja proteccion en ovinos (Pacheco et al.,
2017; Zafra et al., 2013). Se ha combinado (rFhCL1) en una proteina quimérica con
leucina aminopeptidasa (rFhLAP) utilizando Quil A como adyuvante revelando una
reduccion en la carga de F. hepatica de 46.5 % con la dosis mayor de la formulacion
(Ortega-Vargas et al., 2019). También se ha evaluado en ovinos una vacuna utilizando
proteinas nativas FhCL1, FhCL2 y LAP de manera combinada que indujeron una
reduccion del 79% (Toet et al., 2014).

Respecto al uso de glutation s transferasa como antigeno vacunal, esta enzima pertenece
a una familia de proteinas involucradas en procesos celulares de desintoxicacion y
excrecion. Han sido identificadas en numerosos helmintos y en F. hepatica se distribuye
en tegumento, parénquima y en células intestinales (Mahajan & Atkins, 2005). Ensayos
vacunales con la GST nativa indican una buena proteccion en ovinos y bovinos (Spithill
etal., 2021; Toet et al., 2014).

Respecto a otros antigenos usados se ha descripto la tioredoxina glutation
reductasa (rFhTGR) la cual también posee un efecto desintoxicante en la célula del
parasito (Kuntz et al., 2007) y fue evaluada como inmundgeno en conejos evidenciado
una eficacia del 96.7 %. Sin embargo, la eficacia en bovinos fue del 23% (Maggioli et al.,
2016). Asimismo, se han evaluado otros antigenos: molécula de defensa contra helmintos
(FhHDM-1), proteina 14-3-3z, fosfolicerato quinasa (FhPGK), aunque los niveles de
eficacia no fueron significativas (Spithill et al., 2021). Méas recientemente se realizaron
ensayos vacunales combinando grupos de antigenos con acciones complementarias:
proteinas de accion antioxidantes: peroxirredoxina (rFhPrx), tiorredoxina (rFhTrx) y
tiorredoxina-glutation reductasa (rFhTGR) superéxido dismutasas (rFhSOD1 vy
rFhSOD3) y de accion inhibidoras de proteasas: inhibidor tipo Kunitz (rFhKT1), serpina
(rFhSrpl) y estefina (rFhStfl) asociados a un adyuvante Montanide 61VG. Sin embargo,
los resultados no indican efectividad de estas vacunas (Cwiklinski et al., 2023). El
desarrollo de vacunas experimentales y su eficacia en ovinos a lo largo del tiempo se

resume en la Tabla 1.



Tabla 3.Eficacia de vacunas contra F. hepatica evaluada en ovinos (1999-2023)
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Antigeno Abreviatura Sintesis Eficacia (%) Afio de
utilizado referencia
Proteina fijadora de FABP Fh12 nativa 42 2008
acidos grasos
FABP Fh12 nativa 24 2004
FABP Fh12 nativa 0 2001
FABP FABP rFh15 recombinante 43 2007
FABP rFh15 recombinante 0 2001
Glutation s transferasa GST nativa 29-57 1999
Catepsina L FhCL nativa 69 1999
Catepsina L FhCL1 nativa 34 1999
FhCL2 nativa 0 1999
Catepsina L rFhCL1 recombinante 11 2017
rFhCL1 recombinante 0 2018
mFhCL1 recombinante 0 2016
Catepsina L rFhCL VO  recombinante 35.5 2018
(via oral)
Catepsina L FhCL1/FhCL2 nativa 47 2008
Leucina amino peptidasa FhLAP nativa 89 1999
Leucina amino peptidasa rFhLAP recombinante 49-86 2011
Molécula de defensa de | MF6p/FhHDM-1 sintética 6 2018
helmintos
Molécula de defensa de | MF6p/FhHDM-1 nativa 15 2018
helmintos
Catepsina L5y rFhCL5-FhCB2 recombinante  20.9 (IM)- 2018
Catepsina B2 40.5(IN)

Leucina aminopeptidasa
y Catepsina L1

rFhLAP-FhCL1 recombinante 25.5;30.7;46.5

2019

Elaboracidn propia a partir de revisiones de (Spithill et al., 2021; Toet et al., 2014). En todos los casos la
aplicacion es subcutanea excepto en los indicados VVO: via oral, IM: intramuscular, IN: intranasal.

En relacion a la respuesta inmune generada por vacunas eficientes en fasciolosis,

antecedentes previos demuestran que una respuesta Thl ha sido asociada a la induccién
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de proteccion. La produccion de IFN-y, caracteristica de una respuesta Thl, activan
macrdofagos y otras células de la inmunidad innata capaces de producir reactivos
derivados del oxigeno como éxido nitrico y otros que contribuirian a eliminar el parasito
durante su migracion por el organismo. Por otra parte el perfil Th1 favorece al isotipo de
inmunoglobulinas 1gG2a, IgG3 en raton, los cuales resultan eficaces en el reclutamiento
de celulas citotoxicas que presentan receptores Fc y podrian participar en mecanismos de
citotoxicidad mediada por anticuerpos contra el parasito (Toet et al., 2014). Ademas, otra
respuesta que podria resultar protectora en la infeccion con F. hepatica es la respuesta
inducida por la accién de IL-17 la cual es quimioatractante para neutréfilos, células

fundamentales en la inmunidad innata para el control del parasito durante su migracion.

1.8 La proteina Kunitz (FhKT) y su uso como inmundgeno

Las serina peptidasas son enzimas que juegan un rol destacado en procesos de
ataque y de defensa en diferentes organismos. Estdn presentes como moléculas de
superficie, veneno en glandulas especializadas, enzimas digestivas, etc. Participan en
diversas funciones inflamatorias, de coagulacion, hemorragicas, entre otras. Ejemplos de
ella son: quimiotripsina, elastasa, colagenasa, trombina, subtilisina, etc (Patel, 2017).
Los paréasitos han desarrollado la capacidad de regular tanto sus propias proteasas como
las del hospedador en su propio beneficio a partir del uso de moléculas inhibidoras, entre
las cuales se destacan las proteinas pertenecientes a la familia tipo kunitz. Los miembros
de la familia tipo kunitz estudiados hasta ahora actlan principalmente sobre las serin-
proteasas, aunque se ha observado que también pueden inhibir aspartato y cistein-
proteasas. Los inhibidores tipo kunitz pueden bloguear los canales cationicos, modular la
respuesta inmune y facilitar el establecimiento del parasito. Los estudios proteémicos han
revelado que las proteasas, fundamentalmente cistein proteasas y los inhibidores de
proteasas estan altamente expresadas en el parasito, en los productos (PES) y en las
etapas tempranas (NEJ) de F. hepatica. La catepsina, es la cistein proteasa mas
expresada, cumpliendo funciones vitales como la digestion de los tejidos del hospedador
para la alimentacion del parasito y también para permitir la migracion a través de los
tejidos debido a su capacidad para escindir la matriz intersticial por accion sobre las
proteinas fibronectina, laminina y el colageno. De igual manera puede escindir las
inmunoglobulinas separando las regiones Fab y Fc evitando la union mediada por

anticuerpos estimulada por los eosinéfilos protegiendo al parasito contra las respuestas



24

inmunes del hospedador. Existen evidencias ademéas que Catepsina L (FhCL) interviene
en la modulacion hacia una respuesta inmune Th2 insuficiente para la destruccion del
parasito(Dalton et al., 2003; Dalton, 2021) . En ese sentido, se revela la importancia de
las proteinas kunitz, ya que presenta una accion selectiva en la inhibicién de FhCL y estan
altamente expresadas en etapas tempranas del parasito lo que sugiere que cumplen un rol
importante en la supervivencia del mismo, protegiéndolo de la accidn de la proteasa
(FhCL) (Bozas et al., 1995a; Di Maggio et al., 2019; Muifio et al., 2011; Smith et al.,
2016).

Ademaés de la evaluacion de los inmundgenos utilizados también se valoraron
distintos tipos de adyuvantes. Los adyuvantes tienen como objetivo potenciar y estimular
la respuesta inmune especifica contra los antigenos inoculados y prolongar la exposicion
del sistema inmunoldgico a los antigenos. Ademas de ser eficaces los adyuvantes deben
ser seguros, es decir, no deben provocar reacciones adversas ni generar respuestas
autoinmunes, esto ha llevado a la seleccion y optimizacion de sustancias biologicas para
la sintesis de adyuvantes en vacunas tanto en medicina humana como de uso veterinario
(Laupeze et al., 2019).

Existen diferentes tipos de adyuvantes que fueron utilizados en las vacunas
experimentales contra F. hepatica. Inicialmente se utiliz6 el adyuvante completo de
Freund (FCA) una emulsion de agua y aceite mineral que contiene micobacterias
muertas, es muy poderosos pero de baja seguridad, por ello se continué con el uso del
adyuvante incompleto de Freund (FIA) sin la adicion de la micobacteria (Firdaus et al.,
2022). También se han utilizado agentes tensoactivos como la saponina Quil A extracto
de Quillaja saponaria la cual presenta un potente efecto adyuvante para antigenos tanto
T-dependientes como T-independientes, y la estimulacion de isotipos asociados a
respuestas de células T auxiliadoras de tipo 1 (Thl). Esta clase de adyuvantes induce,
ademas, respuestas de linfocitos T citotoxicos (-CTL) CD8+. También se lo utiliza para
conformar  estructuras coloidales conocidas como ISCOM : complejos

inmunoestimulantes (Paepenmdller & Miller-Goymann, 2014; Sun et al., 2009).

Otro adyuvante utilizado en diferentes ensayos vacunales es el Montanide, una emulsion
de agua en aceite, compuesta de un aceite mineral y un tensioactivo. Incrementa los
titulos de anticuerpos y las respuestas de linfocitos T citotoxicos (CTL) debido a la
liberacion lenta de antigenos por la formacion de depdsitos y las reacciones de

inflamacion que estimula el reclutamiento de células presentadoras de antigenos
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(CPA)(van Doorn et al., 2015). Més recientemente se menciona el uso de un adyuvante
comercial del laboratorio Zoetis: Metastim®, un adyuvante de base lipidica, que provoca
respuestas inmunes humorales y celulares, siendo la respuesta Th1l mas efectiva que las
inducidas por los adyuvantes en base de sal de aluminio. Sin embargo, no se dispone de

informacién suficiente sobre su mecanismo de accion (Horohov et al., 2015).

Dentro de los candidatos a adyuvantes en estudio se encuentran los oligodeoxinucleo6tidos
sintéticos que contienen secuencias especificas de citosina-fosfato-guanina (CpG). Estas
secuencias imitan el patrén del ADN bacteriano y son reconocidas por el sistema
inmunoldgico como sefiales de peligro, activando respuestas inmunes por interaccion con
el receptor intracitoplasmatico tipo Toll 9 (TLR 9). Estos oligodesoxinucle6tidos se han
utilizado en vacunas contra el virus del papiloma humano, hepatitis B y contra influenza
demostrando su capacidad de desarrollar una respuesta inmune tipo Th1 con estimulacién
de células T CD8+ citotoxicos (Alignani et al., 2005; Campbell, 2017; Maletto et al.,
2005; Shirai et al., 2019; Wang et al., 2014).

El uso del CpG-ODN tiene como desventajas una vida media corta, baja especificidad y
limitaciones en su biodistribucion. En ese sentido, férmulas mejoradas con
nanoparticulas permiten mejorar estos indicadores promoviendo una liberacion
controlada durante un mayor periodo (Hanagata, 2012; Mutwiri et al., 2009). , incremetan
la solubilidad de los componentes y le confieren mayor estabilidad fisica a la formulacion
de la vacuna (Lin et al., 2020; Yu et al., 2017) (Fig.3). Se ha sintetizado una estructura
nanoparticulada compuesta por 6-0-palmitato de ascorbilo (ASC16) la cual se ensambla
en fase cristalina liquida que contiene CpG-ODN y modula su liberacién. Esta estructura
se sintetiza calentando una solucién que contiene ASC16 hasta una temperatura critica
micelar y, tras el enfriamiento, se obtiene una dispersion tipo gel (Coa-ASC16) que
contiene una fase liquida interna. Este fendmeno se debe a las porciones hidrofilicas
(cadena alquil) y a los grupos polares (acido ascérbico), que se distribuyen de manera que

forman una estructura tridimensional lamelar (Sanchez Vallecillo et al., 2014).
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Figura 3. Formulacion de OVA y CpG con la nanoestructura. (A) Representacion esquematica de Coa-
ASC16 (B) Esquema representacion de OVA / CpG-ODN / Coa-ASC16. Adaptado de Chiodetti et al,
2018.

Estudios previos utilizando modelo OVA de antigeno y Coa-ASC16 como adyuvante han
evidenciado un aumento en los titulos de anticuerpos, una respuesta Th1-Thl7 y sin
presentacion de reacciones adversas (Chiodetti et al., 2018; Sanchez Vallecillo et al.,
2015a). Se ha demostrado que la respuesta inmune efectiva contra F. hepatica son de tipo
Th1ly Th17 con una respuesta humoral IgG1-IgG2 mixta y en los resultados obtenidos
en modelo ratdn con el uso de este adyuvante (CpG-ODN-Coa-ASC16) y la proteina
Kunitz (FhKT) como inmundgeno indican resultados positivos respecto a la induccion de
la respuesta inmune y la proteccién contra F. hepatica (Dalton et al., 2013; Dalton, 2021;
Fu et al., 2016; Mulcahy & Dalton, 2001; Rojas-Caraballo et al., 2014; Silvane et al.,
2020; Toet et al., 2014).

En este contexto, se propone el desafio en la especia ovina, altamente susceptible, con
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una vacuna experimental contra F. hepatica formulada en base a FhKT/CpG-ODN/Coa-
ASC16 basandonos en los antecedentes previos.

1.9 Justificacion de la importancia del estudio

Este estudio presenta un enfoque original e innovador, de validacion de una
vacuna contra F. hepatica en ovinos, de probada eficiencia en ratones con una
formulacién no descripta. Siendo esta especie de alta susceptibilidad es de eleccién para
la prueba de efectividad de la vacuna.

La misma estd basada en una proteina del parasito muy poco explorada, el
inhibidor de proteasa de tipo kunitz (FhKT), el cual estd altamente expresado en F.
hepatica, con una funcion bioldgica importante y se encuentra acoplado a un sistema
adyuvante totalmente novedoso y muy bien caracterizado, el acetato de ascorbilo
combinado con CpG, el cual forma una nano estructura, de probada capacidad para
desarrollar una respuesta de tipo Thly Th17. Esta vacuna permitira la potenciacion de la
inmunidad innata y también adquirida hacia un perfil de respuesta que ha sido demostrado
como protectivo en contra de la infeccion experimental con este paréasito. La eficiencia
de la vacuna mostrada en datos preliminares en ratones, sugieren su capacidad para ser
validada en ganado ovino. Considerando ademas el impacto econémico que representa
esta parasitosis en la ganaderia a nivel mundial y en la salud humana, el desarrollo de este
trabajo de tesis resulta relevante y puede considerarse como una estrategia de innovacion

tecnoldgica.

1.10 Hipétesis de trabajo

La inmunizacién en ovinos con una vacuna formulada usando FhKT-CpG/Coa-ASC16
induce la sintesis de anticuerpos a nivel sistémico otorgando proteccion a los ovinos

vacunados contra F. hepatica.

1.11 Objetivos

1.11.1 Objetivo general
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. Determinar la eficacia de la inmunizacién con FhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16 para
inducir proteccién en ovinos infestados con F.hepatica evaluando la respuesta inmune
generada en los ovinos vacunados a los fines de dilucidar los mecanismos de proteccion

contra el parasito.
1.11.2 Objetivos especificos:

e Determinar los niveles de infestacion en ovinos inmunizados con FhKT-CpG-
ODN/Coa-ASC16, mediante la evaluacion de huevos en materia fecal y

recuperacion de adultos en higado y vesicula biliar de los animales en ensayo.

e Valorar el grado de compromiso hepatico a partir de determinacion de enzimas
hepaticas, grado de dafio visible macroscopicamente: peso del higado, coloracién,
lesiones visibles y a nivel macroscopico a partir de técnicas de histopatologicas:

tipo de degeneracion celular, presencia de fibrosis, cirrosis.

e Evaluar la respuesta de anticuerpos presentes en plasma, investigando la
produccion de los anticuerpos anti FhKT (tipo IgG) en suero de animales

inmunizados e infectados.

e Determinar la aplicacion del péptido Kunitz (FhKT) como diagndstico temprano

de fasciolosis en ovinos.

CAPITULO II. MATERIALES Y METODOS

Primeramente se describe la metodologia empleada para el cumplimiento de los

objetivos especificos referidos a: determinar los niveles de infeccion de F. hepatica,
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valorar el grado de compromiso hepatico y evaluar la respuesta de anticuerpos presentes
en plasma en ovinos inmunizados con FhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16.

2.1 Ensayo de inmunizacién con FhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16
2.1.1 Material biologico empleado

2.1.1.1 Ovinos
Para el ensayo experimental se utilizaron treinta y dos (32) corderos de 5-7 meses

de edad de biotipo criollo libres de F. hepatica, los cuales fueron provistos por la
Cooperativa de productores Pampa de Olaen y el establecimiento La Sofiada. Los
animales fueron mantenidos en corrales ubicados en el campo experimental de la
Universidad Catolica de Cordoba, con disponibilidad ad libitum de agua y alimentacion
en base a heno de alfalfa, maiz y balanceado para rumiantes. Los corrales disponian de
sombra y espacio suficiente para asegurar el bienestar de los animales. Los animales
fueron distribuidos aleatoriamente en los grupos experimentales (Tabla 2). Cada animal
fue identificado con una caravana pléstica numerada en la oreja derecha marca Rototag.
Todos los experimentos con animales fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Estudio (CICUAE) de la Universidad Catdlica de
Cordoba mediante Resolucién (Acta N°21/002). Se realizaron tres ensayos
experimentales utilizando el mismo esquema.

Tabla 4. Asignacion de los animales a los grupos de ensayo experimental de
inmunizacion

Grupo Control Infectados Inmunizados Inmunizados Inmunizados
Sano con F. FhKT-CpG- FhKT-CpG- CpG-
(C9) hepatica ODN/Coa- ODN/Coa- ODN/Coa-
(Ch ASC16 (V1) ASC16 (V2) ASC16 (AY)
n 5 9 5 8 5
Sexo 3M, 2H ™, 2H 3M, 2H 5M, 3H 3M, 2H

Tratamient | Control Infectados no Infectadose Infectadose Infectados e

0 sano inmunizados inmunizados inmunizados inmunizados

Tabla 2. Control: individuos sanos no infectados, Infectados con F.hepatica: individuos infectados con 100
mtc cada uno no inmunizados, Inmunizados con FhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16 (1): individuos
infectados e inmunizados con la formulacion 1, Inmunizados FhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16 (2):
individuos infectados e inmunizados con la formulacion 2 Inmunizados CpG-ODN/Coa-ASC16:
individuos infectados e inmunizados con la formulaciéon del adyuvante sin inmundgeno, n:
cantidad de individuos por grupo, Sexo: distribucion de machos (M) y hembras (H) por grupo.
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2.1.1.2 Metacercarias

Se utilizaron 2.700 metacercarias (mtc) para la infeccion experimental, a razén
de 100 mtc por individuo, provistas por el Dr. Cesar Pruzzo del Centro de Diagndstico e
Investigaciones Veterinarias (CEDIVE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata. Las mtc fueron mantenidas en tubos eppendorf
cubiertas con papel de aluminio a 4°C hasta su utilizacion. Para establecer el nimero de
mtc utilizadas se consideraron como referencias distintos trabajos previos de vacunacion
donde se informan cantidades variables de metacercarias utilizadas en ovinos con un
amplio rango desde 60 hasta 250 mtc por animal (Cwiklinski et al., 2023b; Flores-
Veldzquez et al., 2023; Hacariz et al., 2009; Maggioli et al., 2011; Pacheco et al., 2018;
Zafra et al., 2021).

2.1.2 Descripcion de procedimientos

2.1.2.2 Disefio del ensayo experimental

Los corderos fueron asignados aleatoriamente en cinco (5) grupos: control
sano (CS), Infectados con F. hepatica (Cl), Inmunizados con la 1° formulacion de la
vacuna (V1), Inmunizados con la 2° formulacion de la vacuna (V2), Inmunizados con
unicamente el adyuvante (AY). Previamente al ensayo se corroboré por analisis
coproparasitoldgico la ausencia de F. hepatica y de otras parasitosis. Se los peso y se los
evalu6 clinicamente para determinar un correcto estado sanitario inicial, se los
individualizé con una caravana y se les asigno el corral de acuerdo al grupo. Las
instalaciones se ubicaron en el Campus experimental de la Universidad Catdlica de
Cordoba, con tejido romboidal y base cementada, para limitar el ingreso y/o egreso de
cualquier animal. Se realizaron extracciones de sangre a todos los animales para
determinar niveles basales de enzimas hepaticas (ALT y AST) valoradas como punto 0.
A los animales correspondientes a los grupos de inmunizacion se les aplicé la formula
correspondiente y a los 21 dias se aplico una segunda dosis. EI grupo control sano y el
grupo infectado recibieron 2 ml de solucidn fisiologica. Las inyecciones fueron por via
subcutaneas en el pliegue axilar bajo sujecion manual. A los 30 dias, los grupos

inmunizados e infectados fueron infectados con 100 mtc cada uno utilizando una jeringa
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anexada a una sonda esofégica para su inoculacion. A partir de la semana 6 pos infeccion
se realizaron extracciones de sangre periddicas para evaluacion de lesion hepatica. A
partir de la semana 10 pos infeccion y de manera semanal se extrajeron muestras de
materia fecal para su posterior analisis y recuento de huevos. A la semana 16 pos
infeccion se realizd la eutanasia de los animales con la aplicacién endovenosa de
pentobarbital sédico y difenilhidantoina. Posteriormente se extrajeron los higados para su
evaluacion macroscopica. Se tomaron muestras para histopatologia de las zonas de lesion
y se realizo el recuento de F. hepatica presentes en canaliculos y vesicula biliar.
Adicionalmente se aspir6 contenido de vesicula biliar para el test de eclosion de huevos
(Fig 4) en el grupo de inmunizados con la segunda formulacion (V2) y grupo adyuvante
(AY).

Fig. 4
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Fig. 4. Esquema de disefio experimental. (A)Control sanitario de ingreso al ensayo. (B) Designacion
aleatoria de los animales a los grupos: CS: control sano, Cl: control infectado, AY: adyuvante, V1:
vacunados férmula 1, V2: vacunados férmula 2. (C) Esquema de inmunizacién a cada grupo con dos
aplicaciones con un intervalo de 21 dias. (D) Infeccién experimental con 100 metacercarias con sonda a
todos los grupos: CS, Cl, AY, V1 y V2. (E) Muestreos periddicos y control clinico: 6 extracciones de
sangre, pesado y 6 muestreos de materia fecal. (F) eutanasia a los grupos: Cl, AY, V1y V2.

2.1.2.2 Sintesis del antigeno sintético (sFhKT) y adyuvante utilizado
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El péptido sFhKT fue sintetizado por ONTORES Biotechnologies (Zhejiang,
China) a partir de la secuencia provista por el laboratorio del Centro de Investigaciones
en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI) perteneciente al CONICET vy al
Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
Universidad  Nacional de  Cordoba. La  secuencia  utilizada  fue:
IQKRCLLVEGCLGGIRSWAWDSRRGECVFVYGGCEGNDNRFDSKSSCEYNCERF
correspondiente a reportes previos (Bozas et al., 1995). La identidad y la pureza del
péptido se analizaron mediante cromatografia liquida analitica de alto rendimiento de fase
inversa (RP-HPLC) y espectrometria de masas MALDI-TOF, alcanzando una pureza>
95% segun lo reportado por el proveedor Ontores, Zhejiang, China. EI CpG-ODN fue
proporcionado por Operon Technologies, Alameda, CA, EE. UU. El Coa-ASC16 se
prepar6 mezclando con palmitato de 6-O-ascorbilo al 2% (p / v) y al 5% de dextrosa en
un tubo eppendorf segin un disefio y evaluacion de la capacidad adyuvante. La solucion
se llevo a la temperatura critica micelial (72°C) y luego se homogeneiz6 en un bafio
ultrasénico durante 10 minutos y finalmente se dejo6 alcanzar la temperatura ambiente. La
consistencia obtenida fue semisélida. FhRKT y CpG-ODN se incorporaron en Coa-ASC16
como se describe en la publicacion de Sanchez Vallecillo MF y col. (Sanchez Vallecillo
etal., 2014).
2.1.2.3 Andlisis de la respuesta de anticuerpos por ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA)

La respuesta humoral desarrollada por los animales inmunizados se analizé por
técnica de ELISA. Las placas de poliestireno de 96 pocillos (Greiner Bio-One) half area
se sensibilizaron con 50 pL del péptido sFhKT a una concentracion final de 1 pg/ml de
en tampon carbonato 0,05 M (pH 9,6) y se incubaron durante la noche a 4°C. Las placas
se lavaron 3 veces (10 min cada vez) con PBS-Tween. Posteriormente, se incubd con
suero fetal bovino (SFB) en PBS al 5% (50 uL/pocillo) para bloquear los posibles sitios
libres sobre el poliestireno incubando durante 1 h a 37° C en camara humeda. Luego las
placas se lavaron 3 veces (10 min cada vez) con PBS-Tween. Las muestras diluidas en
forma seriada en PBS-SFB 2% se incubaron 1 h a 37° C en cdmara humeda (25
uL/pocillo). Las placas se lavaron como se describi0 anteriormente y se agrego una
solucion en PBS-SFB 2% del segundo anticuerpo (anti-lgG1) conjugado a peroxidasa
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU) (50 uL/pocillo). Se incub6
1h a 37° C en camara humeda y se repitié la etapa de lavado. Se utilizo el 3,3°,5,5-
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Tetrametilbenzidina (TMB; Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU) como cromdgeno
(25uL/pocillo), para evidenciar la reaccion antigeno anticuerpo. La reaccion se detuvo
mediante la adicion de 25 ul/pocillo de acido sulfurico 1 M (25 uL/pocillo) y se midi6 la
absorbancia a 450 nm densidad dptica (D.O.)(Silvane et al., 2020).

2.1.2.4 Recuento de huevos de Fasciola hepatica en materia fecal

Para el recuento de huevos de F. hepatica en materia fecal se obtuvieron muestras
a partir de la semana 10 pos infeccién experimental. Las muestras fueron obtenidas
directamente desde el recto del animal utilizando una bolsa de polietileno identificada
con el nimero de caravana correspondiente. Las muestras se mantuvieron refrigeradas y
se procesaron en un tiempo no superior a los cinco dias (5) pos extraccion en el
Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Cs Agropecuarias de la Universidad
Catolica de Cérdoba siguiendo el protocolo establecido de la técnica de sedimentacion

con recuento en la cAmara Mc Master modificada (Fiel et al., 2011) (Fig. 5).

Fig.5

Figura 5. Huevos de Fasciola hepatica . Muestra de materia fecal de ovinos en ensayo bajo infeccién

experimental. Microscopio 6ptico (MO) aumento 10x.

2.1.2.5 Determinacion de enzimas hepaticas: alanino aminotransferasa (ALT) y
aspartato aminotransferasa (AST) en suero
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Con el fin de evaluar el nivel de dafio hepético, se realizaron cinco (5) determinaciones
seriadas de las enzimas hepaticas. La ALT es una enzima que ayuda a convertir la alanina,
un aminoacido, en piruvato. Se encuentra principalmente en el higado siendo mas
especifica que la AST, esta enzima esta involucrada en la conversion de aspartato en

oxaloacetato y esta presente en el higado, corazén, masculo y rifion (Evia, 2019).

Para realizar la determinacion de las enzimas se extrajo sangre (2 ml) por venopuncion
de la yugular con el animal bajo sujecion manual. Posteriormente fue centrifugada para
la separacion del suero y remitida al laboratorio bioquimico para su posterior analisis por
método enzimatico (Sookoian & Pirola, 2015).

2.1.2.6 Evaluacion histopatoldgica de dafio hepatico

En la necropsia, semana 16 pos infeccion, se extrajeron los higados previa
ligadura de vasos sanguineos Yy de la primera porcién del colédoco. Fueron identificados
con la caravana del animal de origen, pesados utilizando una balanza digital y registrados
en planillas de trabajo. Posteriormente se cubrieron los higados con un film de polietileno
transparente divido en 12 cuadrantes de igual tamafio para cuantificar areas hepaticas
dafadas, tomando ambas caras del 6rgano: visceral y diafragmatica (Fig.6). Esta variable
fue expresada en proporciones sobre el total de cuadrantes (N°24). Para la evaluacion
histoldgica se procedié a la biopsia hepéatica del area de mayor dafio visible. Estas
muestras se fijaron en formol al 10%. Los cortes se realizaron en un micrétomo
semiautomatico marca Leica, de 4 um de grosor, luego montados en portaobjetos. Los
cortes de tejido fueron desparafinados e hidratados. Se utilizaron las tinciones de
hematoxilina-Eosina (HE) y Tricromico de Masson siguiendo métodos adecuados para
su observacion histoldgica y analisis histoquimico. Para el estudio morfolégico y la toma
de imagenes se utilizara un microscopio Optico marca Olympus, modelo CX31, con
camara marca Moticama, modelo 480 (Hassan et al., 2014). La valoracién histopatoldgica
se realizo en base a criterios y gradientes de presentacion de cada uno: tipos celulares de
infiltrado inflamatorio periportal, cambios degenerativos de los hepatocitos, nivel de
regeneracion hepatocitaria y canalicular, grado de desarrollo de fibrosis y presencia de
cirrosis. El procesamiento de estas muestras fue efectuado por el servicio de
histopatologia del Hospital Veterinario de la Universidad Catolica de Cordoba a cargo de
la Dra. Ana Maria Martin.
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Fig.6

Figura 6. Valoracién macroscépica del dafio hepatico. (A) Hepatectomia con ligadura de vasos y
colédoco. (B) Cuantificacion de areas de dafio visible cara diafragmaética, (C) Cuantificacion de areas de

dafio visible cara visceral, (D) Biopsia de areas de lesion.
2.1.2.7 Recuento de ejemplares adultos de F. hepatica

Para estimar el nivel de eficacia de la vacuna se procedi6 a contabilizar el nimero
de adultos del parasito recuperados de vesicula biliar y del parénquima hepético
realizando presion digital sobre los canaliculos y posterior reseccion quirdrgica. Los
gusanos fueron contados y reservados en formol al 10% en frascos de muestra estériles.

2.1.2.8 Test de eclosion de huevos

Para evaluar posibles efectos sobre la fertilidad de F. hepatica de la vacuna se
utilizo el test de eclosion de huevos tomando como referencia el protocolo descripto por
Ceballos et al. , 2019. Para ello, posteriormente a la inspeccion macroscopica del higado
se procedio a la colecta de contenido de vesicula biliar con una jeringa de 10 ml y una
aguja de 40/12 y los que fueron colocados en tubo Falcon estériles identificados. A

continuacion se procedio al lavado tres veces con reposo de 5 minutos cada vez. Los
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huevos recuperados mediante sedimentacion fueron incubados en estufa a 25°C en
oscuridad durante 15 dias. Después de este periodo, los huevos fueron expuestos a luz
natural durante 2 h para estimular la eclosion de miracidios. Inmediatamente despues, se
afiadié 1 ml de formol tamponada al 10 % (v/v) a cada tubo para detener la eclosion.
Luego se tomd una alicuota de 1 ml del sedimento y se observd bajo en el microscopio
optico registrando los primeros 100 huevos de observacion y determinando la presencia
de categorias: eclosionado (huevos vacios) y no eclosionado (huevos embrionados y no
desarrollados) (Ceballos et al., 2019). Esta variable se determind como cantidad huevos

eclosionados/100 huevos evaluados (Fig. 7).

Fig.7

A B

, O

Figura 7. Recuento microscépico del test de eclosion de huevos. (A) Huevo de F. hepatica eclosionado,

(B) Huevo de F. hepatica no eclosionado.

2.1.2.9 Analisis estadistico de los datos

Para el procesamiento de los datos se confeccionaron tablas de calculo en el
programa Excel y luego fueron analizadas utilizando dos software estadisticos: Infostat
(version 2020; Centro de Transferencia InfoStat, FCA, UNC, Argentina; URL
(http://www.infostat.com.ar) y el programa GraphPad Prism (version 9.0; San Diego,
CA, USA). Para evaluar los supuestos de normalidad, independencia y homogeneidad de
las varianzas de los datos, se realizaron pruebas tanto graficas como formales. La
normalidad de los datos se verifico mediante la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de

significancia de valor p < 0,05. Se emple6 la prueba de Bartlett para verificar la


http://www.infostat.com.ar/

37

heterocedasticidad de las varianzas, con un nivel de significancia de p<0,05. Para el
andlisis de las variables referidas a conteos o mediciones repetidas en el tiempo sobre las
mismas unidades de analisis se ajustdé un modelo lineal mixto generalizado considerando

la no independencia de los datos, segun:
v= ptr+r*tiempo-+tiempo+ensayo+EE
v~k

Donde 7 representa el efecto del tratamiento del modelo, tiempo indica el momento de
muestreo (semana), ensayo refiere a si corresponde al ensayo 1, 2 o 3 considerando la
posible variabilidad de las metacercarias utilizadas, se considera la interaccion del

tratamiento con el momento del muestreo y EE indica el error estandar.

Para el calculo del porcentaje de reduccion de huevos se adecuo la formula descripta para
los test de eficacia de antiparasitarios (Coles et al., 1992; Larroza et al., 2023; Olaechea
etal., 2011):

% RCH= Cl -V (12)/ Cl x 100

Porcentaje de reduccion de conteo de huevos (%RCH)= medias de los individuos del
grupo control infectados (CI) menos la media de los grupos inmunizados con la vacuna
(V1 y V2) dividido por la media del grupo de control infectado (Cl) expresado en
porcentaje (multiplicado por 100).

Para determinar el porcentaje de reduccion en adultos recolectados de higado y vesicula
biliar se procedi6 de igual manera, aplicando la férmula:

% RCA= Cl -V (12)/ Cl x 100

Para la comparacién de los datos cualitativos obtenidos en la valoracion histopatologica
se utiliz6 un andlisis multivariado de tipo discriminante que permitiera verificar grados
de asociacion de las variables analizadas respecto a los grupos en tratamiento.

Para comparar las medias de tratamiento de densidades 6pticas como medidas de
respuesta de anticuerpos frente a la vacuna experimental se utilizé la prueba LSD de
Fisher comparando los valores de densidad Opticas obtenidas para FhKT (valor p < 0,05)
en cada valor de dilucion (2 x 10-3; 1 x 10-3; 5 x 10-*; 2,5 x 10-*; 1,25 x 10-*; 6,25 x 10-

5).
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En segundo término se describe la metodologia utilizada para el cumplimiento del objetivo
especifico referido al uso de FhKT como diagndstico de fasciolosis en ovinos.

2.2 Ensayo de diagnéstico utilizando Kunitz en sueros ovinos

2.2.1 Material bioldgico empleado

2.2.1.1 Ovinos

Se utilizaron sueros de diecinueve (19) ovinos de 5 meses a 1 afio de edad, 9 de
ellos provenientes del ensayo de la vacuna experimental y los diez restantes de majadas
pertenecientes a la zona de Guasapampa, Cérdoba. Se definieron cuatro grupos: control
negativo (animales sanos y sin parasitos), infectados por via oral con 100 metacercarias
de F. hepatica (6 semanas pos infeccion experimental del ensayo vacunal) y ovinos
naturalmente infectados con coccidios 0 nematodos. Los animales fueron identificados
con caravanas y las muestras de sangre se obtuvieron mediante puncién de la vena
yugular. Se utilizd una bolsa de polietileno para la obtencidén de muestras de heces del
recto y se determind la presencia de Coccidia: Eimeria sp. y Nematoda: Trichuris sp.,
Trichostrongylus sp., Nematodirus sp., mediante técnicas de flotacion (Tabla 3).

Tabla 3. Distribucidn de los animales a los grupos experimentales

Grupo Control Fasciola Nematoda Coccidia
Sano Negativo hepatica
(CN)
N 3 6 5 5
Sexo 2M, 1H 4M, 2H 3M, 2H 2M, 3H

Tabla 3. Distribucion de los animales a los grupos experimentales. Control negativo: ovinos sanos sin
parasitos F. hepatica : ovinos experimentalmente infectados Nematoda ovinos naturalmente infectados ,
Coccidia: ovinos naturalmente infectados . M: macho, H: hembra, N: nimero de animales por grupo.

2.2.1.2 Metacercarias

Se utilizaron 600 metacercarias (mtc) para la infeccion experimental, a razén de
100 mtc por individuo, provistas por el Dr. Cesar Pruzzo del Centro de Diagnostico e
Investigaciones Veterinarias (CEDIVE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Plata. Las metacercarias fueron mantenidas en tubos

eppendorf cubiertas con papel de aluminio en heladera a hasta su utilizacion.
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2.2.2 Descripcion de procedimientos

2.2.2.1 Construccion de los plasmidos

Los plasmidos de expresion utilizados en este estudio fueron sintetizados en el laboratorio
del Centro de Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cdérdoba dependiente del
CONICET y la Universidad Nacional de Cordoba, por el equipo liderado por el Dr. Barra.
Los plasmidos de expresion fueron: pET26b-rFhKT 1.1, pET26b-rFhKT 1.3 y pET26b-
rFhKT 4: portadores del vector pET26b (Novagen; Merck KGaA; Darmstadt, Alemania)
con un segmento de ADN sintético (GenScript) que contiene el FhKT correspondiente
(sin el péptido sefial secretor nativo o natural), la miniinteina Ssp DnaX, un CBD
(dominio de unidn a quitina) y una secuencia codificante de etiqueta His ubicada aguas
abajo de la secuencia sefial del plasmido pelB, entre GCGATGGCCATG vy
GCGGCCGCACTC  del plasmido pET26b  (eliminando la  secuencia
GATATCGGAATTAATTCGGATCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTT) (Fig.
15). El uso de codones de todos los segmentos sintéticos se optimizo para la expresion
en E. coli. Los plasmidos se transformaron en la cepa de expresion E. coli BL21 ADE3
(Amaranto et al., 2021).

2.2.2.2 Expresion y purificacién de proteinas kunitz recombinantes (FhKTL1.1,
FhKT1.3, FhKT4)

Las celulas de E. coli transformadas se cultivaron a 37 °C con agitacion en 500 ml de
medio LB con kanamicina afadida (25 pg/ml) hasta un valor de DO600 de 0,6 a 0,8. La
expresion de proteinas se indujo mediante la adicion de IPTG 0,4 mM, seguido de una
incubacion durante la noche a 20 °C con agitacion. Luego se recogieron las células, se
resuspendieron en 25 ml de tampdn de union (Tris-HCI 20 mM, pH 8,5, NaCl 500 mM,
EDTA 1 mM) y se lisaron mediante homogeneizacion a alta presion (Avestin Emulsiflex
C3). Los sobrenadantes de los lisados centrifugados se incubaron con 0,5 ml de resina Ni-
NTA Agarosa (QIAGEN Hilden, Alemania) a 4 °C con agitacion. Las proteinas no unidas
se eliminaron mediante lavado con 25 volimenes de solucion tamponada que contenia
concentraciones aumentadas de imidazol (0, 20, 40, 60 mM). El rFhKT marcado con His
se eluyo utilizando un solucion tamponada que contenia imidazol 400 mM (Godino et al.,

2023). Las proteinas recombinantes purificadas se cuantificaron mediante el método de
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Bradford utilizando Bio-Rad Protein Assay Dye y se analizaron mediante SDS-PAGE
(15%).

2.2.2.3 Analisis de la respuesta de anticuerpos por ensayo inmuno-enzimatico
(ELISA) anti FhKT sintético (SFhKT) y recombinantes (rFhKT)

Para la valoracion de la respuesta de anticuerpos se realizé el mismo procedimiento
descripto en el ensayo de vacunacion para la valoracion de la respuesta de anticuerpos
por ensayo inmuno-enzimatico (ELISA) determinando los niveles de densidad Optica en
los pocillos incubados con los sueros correspondientes a cada grupo en placas de ELISA
adsorbidas con los las diferentes proteinas kunitz: la sintética (SFhKT) utilizada como
inmunogeno en la vacuna experimental y las de sintesis recombinante de produccién local
(FhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4). Se evaluaron los resultados de densidades Opticas de seis
diluciones de suero: 2 x 103; 1 x 107, 5x 10™*; 2.5 x 10, 1.25 x 10™*; 6.25 x 10

2.2.2.4 Analisis estadistico de los datos

Para el procesamiento de los datos se confeccionaron tablas de célculo en el
programa Excel y luego fueron analizadas utilizando dos software estadisticos: Infostat
(version 2020; Centro de Transferencia InfoStat, FCA, UNC, Argentina; URL
(http://www.infostat.com.ar) y el programa GraphPad Prism (version 9.0; San Diego,
CA, USA). Para evaluar los supuestos de normalidad, independencia y homogeneidad de
las varianzas de los datos, se realizaron pruebas tanto graficas como formales. La
normalidad de los datos se verifico mediante la prueba de Shapiro-Wilk con un nivel de
significancia de valor p < 0,05. Se emple6 la prueba de Bartlett para verificar la
heterocedasticidad de las varianzas, con un nivel de significancia de p<0,05. Debido a la
falta de homogeneidad de varianzas, se emple6 un modelo lineal mixto para los analisis
utilizando el programa R para fines de estimacion. Se utilizo la prueba LSD de Fisher
para comparar las medias de las densidades Opticas obtenidas para sFhKT y rFhKT (valor
p < 0,05) en cada valor de dilucién (2 x 10-3; 1 x 10-3; 5 x 10-*; 2,5 x 10-*; 1,25 x 10-*;
6,25 x 10-°). Para determinar la sensibilidad y especificidad se realiz6 un analisis de
contingencia con la prueba de Fisher, con un valor de significancia de p<0,05. La razén
de probabilidad (LR) se estim6 en funcion de los valores de sensibilidad y especificidad

utilizando las siguientes formulas: +LR = sensibilidad/1-especificidad y -LR = 1-


http://www.infostat.com.ar/
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sensibilidad/especificidad (Tonsing et al., 2023).La concordancia entre las pruebas
diagndsticas se evalué mediante el coeficiente kappa de Cohen y se interpret6 segln la
siguiente escala: 0,81-1,00, excelente; 0,61-0,80, bueno; 0,41-0,60, moderado; 0,21—
0,40, débil; y 0,0-0,20, insignificante. El indice kappa se calculé mediante la formula:

k = (Po—Pe) / (1 —Pe)

Donde k representa el indice kappa, Po la concordancia observada entre las dos pruebas
(coproparasitoldgica y ELISA), y Pe la concordancia esperada entre las dos pruebas. Po
se calcula como la suma de verdaderos positivos (TP) y verdaderos negativos (TN)
dividida por el nimero total de casos (n). Pe se determina utilizando la formula P + N/n,
donde P representa los resultados positivos verdaderos (PV) més los resultados positivos
falsos (PF) divididos por el nimero total de casos (n). N se calcula como la suma de falsos
negativos (FN) y verdaderos negativos (VN)(Rezaei et al., 2022; Sim & Wright, 2005).

CAPITULO IIl. RESULTADOS

A continuacion se describen los resultados obtenidos en los ensayos

experimentales para dar respuesta a los objetivos especificos.
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Objetivo especifico: Determinar los niveles de infestacion en ovinos inmunizados con
sFhKT-CpG-ODN/Coa-ASC16, mediante la evaluacion de huevos en materia fecal y

recuperacion de adultos en higado y vesicula biliar de los animales en ensayo.

3.1. Reduccidn del numero de huevos de F. hepatica en ovinos vacunados

F. hepatica es hermafrodita y produce 2.000-2.500 huevos por dia, que son
colectados en la vesicula biliar y excretados con las heces. Esto implica una
contaminacion de las pasturas y la continuidad del ciclo biol6gico. En los tres ensayos
se evalud la produccion de huevos en heces a partir de la semana 10 pos infeccién, como
un indicador de un posible efecto de la vacuna experimental sobre la fertilidad del
parasito.

Como se observa en la Tabla 4 los conteos de huevos de F. hepatica por gramo
de materia fecal (HPG) de los grupos inmunizados con ambas formulaciones de la vacuna
experimental son menores. Al analizar la reduccién de huevos (%RCH) se puede concluir
que ambas formulaciones de la vacuna experimental inducen una disminucion en el
recuento de huevos, siendo del 16.6 % en la primera formulacion y asciende al 81.4 % en

la segunda formula de la vacuna.

Tabla 4. Recuento de huevos de F. hepatica por gramo de materia fecal segun tratamiento

Tratamiento n spi Recuento MediatEE % RCH
Control 9 10 110; 267; 312; 397; 75; 25;0; 0; 0 489.75+0.55
Infectado

11 471; 467; 864:; 2102; 125; 225; 25; 125; 75

I
(€D 2161; 1754, 1132; 1064, 575; 875; 175;

925; 1900




43

Adyuvante
(AY)

SFhKT/CpG-
ODN
CoaASC16

(V1)

FhKT/CpG-
ODN
C0aASC16

(V2)

12

13

14

10
11
12
13
14

10
11
12
13
14

10
11
12
13
14

2354; 3400; 1352; 2050; 800; 575; 175;
1867; 1000

5333; 3625; 1850; 2600; 1400; 1250; 175;
1867; 1725

500; 382; 225; 409; 2173 375.25+0.67
1875; 1176; 175; 350; 686

325; 507; 250; 1222; 318

4500; 3913; 1666; 2162; 1805

3509; 3698; 2549; 1500; 3708

25; 30; 0; 75; 25 408.21+0.58
75; 500; 125; 125; 25

550; 1350; 1100; 725; 125

125; 925; 550; 350; 175

500; 1650; 275; 825; 500

181; 208; 104, 0; 0; 0; 50; 25 91.06+0.58
265; 357, 175; 0;0,0 219; 0

1141; 192; 1050; 0; 50, 50; 167; 0

1724; 1603; 1132; 75; 0; 25; 0; 0

1160; 950; 1250; 50; 0; 525; 291; 200

23.3

16.6

81.4

Tabla 4. CI: control infectado, AY: adyuvante, V1: vacunados formula 1, V2: vacunados férmula 2, n:

cantidad de animales por grupo, Media +EE: medias ajustadas y error estandar por tratamiento, %RCH: =

medias de los individuos del grupo control infectados (CI) menos la media de los grupos inmunizados con

la vacuna (V1 y V2) dividido por la media del grupo de control infectado (CI) expresado en porcentaje

(multiplicado por 100).

Cuando se analizan estadisticamente los resultados obtenidos se puede observar (Fig. 8

A) primeramente que los valores medios mayores de HPG son aquellos referidos al grupo

de control de infectados (CI) a excepcion del grupo de vacunados con la primera

formulacién que presenta un valor promedio mayor en la semana 12. Asimismo se puede
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concluir que el grupo vacunado con la segunda formulacion de la vacuna experimental

mantiene los valores promedios inferiores durante todo el ensayo.

Fig.8

(A) HPG segiin semanas pos infeccion

2500

HPG (H/Gr)

10 11 12 13 14
SPI

(B) Huevos por gramo de MF (HPG)

sFhKT/CpG-ODN =]
CoaASC16(V2)

sFhKT/CpG-ODN
CoaASCI16(V1)

% %

ns

Adyuvante (AY)

C.Infectados (CI)

I I 1
0 200 400 600 800

HPG (N°H/Gr MF)

sFhKT/CpG-ODN

= C.Infectados (CI) m=  Adyuvante (AY) mmm CoaASC16(V1)

C.Infectados (CI)
Adyuvante (AY)

sFhKT/CpG-ODN
CoaASCI16(V1)

SFhKT/CpG-ODN
C0aASC16(V2)

sFhKT/CpG-ODN

mm  CoaASCI6(V2)

Figura 8. Recuento de huevos de F. hepatica segun tratamiento y semanas pos infeccidn. (A) Valores

medios y error estandar por tratamiento segin semanas pos infeccion. (B) Diferencias de medias de HPG

segln test LSD de Fisher p<0.0001 ** indican p<0.001.

Posteriormente al analizar las diferencias de medias por tratamiento (Fig. 8 B) se observa

que no existen diferencias significativas entre los grupos CI, AY, y V1 y en contraste si
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hay diferencias estadisticamente significativas con el grupo inmunizado con la segunda

formulacién (V2) con un nivel de significacion p<0.001.

3.2 Reduccion en la cantidad de adultos de F. hepatica recuperados en higado y
vesicula biliar en ovinos vacunados

Como se sefialo anteriormente, la determinacion de la eficacia de una vacuna
contra F. hepatica se realiza a través de la valoracion en la reduccion del nimero de
parésitos recuperados por diseccion cuidadosa del tejido hepético y aquellos presentes en
la vesicula biliar (Spithill et al., 2021; Toet et al., 2014). En ese sentido, se detallan los

resultados obtenidos en los ensayos correspondientes.

Tabla 5. Recuento de adultos de F.hepatica recuperados de higado y vesicula biliar

Tratamiento n Recuento Media +tEE %RCA
Control Infectado 9 8; 37; 48; 57; 20; 25.8+6.7
(ChH 11; 31; 20; 16
Adyuvante 5 57:30; 31; 32; 17 23.7+8.1 8.1
(AY)
sFhKT/CpG-ODN 5 14:; 18; 13; 15; 18 19.2 +85 25.6
CoaASC16
(V1)
sFhKT/CpG-ODN 8 17:0; 12; 0; 4; 27; 13.0+7.1 49.6
CoaASC16 9:24
(V2)

Tabla 5. CI: control infectado, AY: adyuvante, V1: vacunados formula 1, V2: vacunados formula 2, n:
cantidad de animales por grupo, Media +EE: medias ajustadas y error estandar por tratamiento, %RCA: =
medias de los individuos del grupo control infectados (CI) menos la media de los grupos inmunizados con
la vacuna (V1 y V2) dividido por la media del grupo de control infectado (CI) expresado en porcentaje
(multiplicado por 100).

De acuerdo a lo observado (Tabla 5) ambas formulaciones de la vacuna experimental
producen una reduccién en el conteo de adultos, siendo la segunda mas efectiva
obteniendo una reduccion cercana al 50% en el conteo de adultos. Posteriormente al
realizar un andlisis estadistico de los valores medios segun la prueba LSD de Fisher se
observa que no existen diferencias significativas entre grupos con un nivel de
significacion p<0.0001 (Fig.9).
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Fig.9 Valores medios de recuento de F.hepatica

mmm  (C.Infectados (CI)
sFhKT/CpG-ODN -

CoaASC16(V2) s Adyuvante (AY)
sFhKT/CpG-ODN sFhKT/CpG-ODN
CoaASC16(V1) mm  CoaASC16(V1)

2
ARSI AT SFhKT/CpG-ODN
H  (CoaASCI16(V2)
C.Infectados (CI)

n° de F.hepatica

Figura 9. Valores medios de recuento de F.hepatica. Comparacién de medias segun prueba LSD de
Fisher p<0.0001 ns: no se observan diferencias significativas

3.3 Reduccion en el porcentaje de eclosion de huevos en ovinos vacunados

La viabilidad de los huevos de F. hepatica puede ser valorada de acuerdo a su
porcentaje de eclosion cuando son sometidos al test de eclosion de huevos (Ceballos et al.,
2019). Esto fue realizado en el segundo y tercer ensayo experimental, es decir, con los
ovinos que recibieron la segunda formulacion de la vacuna (V2) y los grupos Cl y AY.

Fig. 10 Eclosion de huevos de F. hepatica

mm  C.Infectados (CI)
sFhKT/CpG-ODN —] -
CoaASC16(V2) Adyuvante (AY)
sFhKT/CpG-ODN
* = CoaASC16(V2)
Adyuvante (AY) *
*
C.Infectados (CI)
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

% de eclosion

Figura 10. Valores medios de porcentaje de eclosién de huevos. Comparacion de medias segin prueba
LSD de Fisher p<0.0001 *** se observan diferencias significativas
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Como puede observarse en la Fig.10 los ovinos que recibieron la segunda formulacion de
la vacuna mostraron valores significativamente menores que los otros grupos (Cl y AY)

con un nivel de significacion de p< 0.0001.

Obijetivo especifico: Valorar el grado de compromiso hepético a partir de determinacion
de enzimas hepéticas, grado de dafio visible macroscopicamente: peso del higado,
coloracién, lesiones visibles y a nivel macroscopico a partir de técnicas de

histopatoldgicas: tipo de degeneracion celular, presencia de fibrosis, cirrosis.

3.4 Valoracion macroscopica del dafio hepético

Para determinar el nivel de dafio del tejido hepatico a nivel macroscopico se
definieron veinticuatro (24) cuadrantes para las dos caras del érgano: visceral y
diafragmaética (Fig 6C) y se cuantificaron las areas dafiadas en relacion al total de
cuadrantes. En todos los casos la cara visceral del 6rgano es la que evidencio mayor lesién
visible lo que coincide con la proximidad de la via de ingreso del parasito. Como se
observa en la informacion resumida (Tabla 7) si bien los individuos de los grupos que
recibieron ambas formulaciones de la vacuna (V1 y V2) presentan valores inferiores

respecto a Cl y AY, estas diferencias no son significativas estadisticamente.
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Tabla 6. Extension del dafio macroscopico en higado

Tratamiento n Cuadrantes con lesion Media + EE
visible/ total de cuadrantes
Control Infectado 9 8/24; 9/24; 16/24; 10/24; 75+16
(Ch 6/24; 4/24; 6/24; 8/24; 3/24
Adyuvante 5 12/24; 11/24; 3/24; 9/24; 9/24 72+21
(AY)
SFhKT/CpG-ODN 5 6/24; 2/24; 10/24; 4/24; 4/24 59+22
Co0aASC16
(V1)
SFhKT/CpG-ODN 8 6/24; 0/24; 8/24; 4/24; 7/24; 6.1+1.7
Co0aASC16 12/24; 3/24; 9/24
(V2)

Tabla 6. Tratamiento: distribucién de los grupos de acuerdo al tratamiento recibido: CI, AY, V1y V2 n:
n° de animales por grupo. Cuadrantes con lesion: cantidad de cuadrantes sobre el total (x/24) Media +EE:
medias ajustadas por grupo.

3.5 Analisis histopatologico del tejido hepatico

La evaluacion del dafio histologico del higado se realiz6 a partir de muestras
extraidas de las zonas de lesion visible. Los cambios morfol6gicos observados responden
a procesos de regeneracion hepatica que intentan recuperar la funcionalidad del 6rgano o
bien a procesos de cicatrizacion o de limitacion de las lesiones (Torbenson & Washington,
2020; R. Wilson & Williams, 2022; Zhao & Zhang, 2016). Se identificaron patrones de
lesiones referidos a: procesos de fibrosis y cirrosis, caracterizados por deposicién de
colageno y alteracion de la arquitectura del higado con formacion de nddulos
regenerativos en el caso de la cirrosis rodeado de tejido fibroso(Fig. 11 Ay B) y otros
tipos de cambios histologicos tales como la regeneracion canalicular, es decir, la
formacion de pseudocanaliculos, presencia de infiltrado inflamatorio por migracion de
células del sistema inmune al parénquima hepatico y la degeneracién hidrépica que
refiere a un cambio celular caracterizado por la acumulacién de vacuolas llenas de liquido
dentro de las células, también se detecto la presencia de restos parasitarios en los cortes
histologicos (Fig. 11 C, D, EyF).

Con el objetivo de encontrar diferencias de patrones de dafio entre los grupos de
los ensayos experimentales (Cl, AY, V1, V2) se definieron variables descriptoras y
grados de presencia/intensidad de cada una, tomando una escala para cada una de ellas
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(0-5) y en el caso de cirrosis de identifico como una variable dicotdmica (presencia=1,

ausencia= 0). Los indicadores utilizados se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 7. Indicadores de lesiones hepaticas

Indicador

Escala e interpretacion

Infiltrado inflamatorio
Degeneracion hidropica
Regeneracion canalicular

Fibrosis

Cirrosis

0-5 (0: ausencia, 5: mayor presencia de células
inflamatorias)

0-5 (0: ausencia de hepatocitos afectados, 5: gran
cantidad de hepatocitos con lesion)

0-5 (0: ausencia, 5: gran desarrollo de nuevos vasos)
0-5 (0:ausencia, 5 gran desarrollo de fibras de colageno)

0,1 (0: ausencia, 1:presencia)
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Figura 11. Andlisis histopatolégico de las lesiones encontradas. (A) Fibrosis, se evidencia en azul el

tejido fibrotico, tincion tricromica de Masson, MO 10x (B) Cirrosis, evidencia de nédulo fibrotico, tincion
HE, MO 10x (C) Degeneracién hidrdptica, tumefaccion de hepatocitos, tincion HE, MO 10x (D)
Regeneracion canalicular, formacion de pseudocanaliculos, tincion HE, MO 40x (E) Infiltrado

inflamatorio, tincién HE, MO 10x (F) Restos de F. hepatica en canaliculos, tincion HE, MO 40x.



51

Para poder analizar todos los indicadores en su conjunto se utilizo metodolégicamente un
andlisis multivariado de las observaciones. Este analisis de tipo exploratorio y descriptivo
permite identificar grados de relacion entre las variables descriptas, se utilizaron dos
herramientas graficas: un perfil mutlivariado y un biplot de ARM (arbol de recorrido
minimo). De acuerdo a lo observado en el perfil multivariado (Fig. 12) las lesiones
referidas a degeneracion hidropica y regeneracién canalicular se comportaron de igual
manera en todos los grupos de ensayo. En relacion al indicador de presencia de infiltrado
inflamatorio, se observa que los valores mas altos de la escala (4, 5) estan mas presentes
en los grupos de ovinos vacunados (V1 'y V2) representando el 80 y el 50% de los casos
respectivamente, seguido por el grupo que recibio el adyuvante (AY) con el 40% y por
ualtimo el grupo de control infectados (CI) con el 33%. Lo contrario ocurre con el
desarrollo de fibrosis, siendo mas frecuente los valores mas altos (4,5) en el grupo CI
(40%) y de manera similar se observa en la cirrosis, donde los higados que
mayoritariamente presentan esta lesion corresponden a los del grupo de Control

infectados (CI) representando un 80% de los casos.

Fig.12
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Figura 12. Lesién hepética segun grupo. Tipo y desarrollo de lesiones segln grupo experimental: ClI,
AY, V1y V2Gréfico de perfil mutivariado box-plot, indicando valores medios (.) y EE.



52

Para identificar relacion entre variables y observaciones se construyé un gréfico Biplot y
un ARM (érbol de recorrido minimo) que permite interpretar relaciones entre las mismas.
De acuerdo a lo observado (Fig.13) se puede ver una mayor relacion de los indicadores
regeneracion canalicular, fibrosis, degeneracion hidrdpica y cirrosis entre si (distancia del
ARM) que la evidenciada con el indicador de Infiltrado inflamatorio. Por otro lado, al
observar los grupos podemos interpretar por mayor cercania (distancia del ARM) del
grupo C. Infectados (CI) con la lesion cirrética y una relacion mas préxima de los grupos

V1y V2 con la lesion inflamatoria.

Fig. 13
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Figura 13. Biplot y ARM Lesiones hepéticas y grupos experimentales. Gréfico de analisis multivariado
Biplot y Arbol de recorrido minimo (ARM) identificado relaciones de proximidad entre indicadores y
grupos experimentales: Ovinos inmunizados (V1 y VV2), Grupo adyuvante (AY) y Control Infectados (CI).

3.6 Determinacion de las enzimas hepaticas en ovinos bajo ensayo
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Para estimar el nivel de compromiso hepéatico durante el ensayo en los grupos
experimentales se compararon los niveles séricos de dos enzimas hepéticas: alanina
aminotransferasa (ALT) y aspartatoamino transferasa (AST). Estas enzimas son
indicadores de lesion de las células hepéticas, de la actividad oxidativa y su incremento
esta referido en otros estudios de infeccidon con F. hepatica (Deger et al., 2008). Las
muestras de sangre fueron obtenidas por venopuncion de la vena yugular y posteriormente
centrifugadas para la separacion del suero. Se utilizaron 6 muestreos seriados de cada
grupo considerado en los tres (3) ensayos experimentales: control infectados (Cl), ovinos
inmunizados con las dos formulaciones de la vacuna experimental (V1 y V2) y aquellos
que recibieron la formulacion del adyuvante (AY) estos grupos se compararon con los

ovinos sanos libres de infeccion (CS).

A partir del analisis de los datos se infiere que los niveles séricos de las enzimas hepaticas
(AST y ALT) evidenciaron incrementos a medida que avanzaba el tiempo de infeccion
mostrando los grupos Cl y V1 los valores mas altos, seguido por el grupo AY y
posteriormente el grupo V2 con valores similares al grupo de control sano (Fig.14 B).Los
valores incrementados del grupo ClI, fueron sustancialmente mayores que el grupo de
ovinos sanos, practicamente duplicando el valor de referencia en la semana 10 pos
infeccion. Al comparar los valores medios de acuerdo a la prueba de Fisher se observa
que en relacion a la enzima ALT el grupo V2 se diferencia significativamente con los
otros grupos infectados experimentales mostrando valores cercanos al grupo CS (Fig.14
A).

Respecto a la enzima AST también se observo un valor medio inferior del grupo V2
respecto a los otros grupos infectados pero se diferencio con un valor mayor respecto al

grupo control con un nivel de significancia p<0.05.

Se concluye ademas que para ambas enzimas no se observaron diferencias significativas

entre el grupo Cl y el grupo AY.
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Fig.14
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Figura 14. Valores séricos de ALT y AST segun grupo experimental y tiempo de infeccién. (A)
Comparacién de medias de ALT y AST segun prueba LSD de Fisher p<0.0001, ***: diferencia
significativa p<0.0001; * diferencia significativa p<0.05, ns: no se observan diferencias significativas. (B)
Medias ajustadas de ALT y AST segun grupo experimental en funcion del tiempo de infeccion SPI:
semanas pos infeccion con 100 metacercarias.



56

Objetivo especifico: Evaluar la respuesta de anticuerpos presentes en plasma,
investigando la produccién de los anticuerpos anti FhKT (tipo 1gG) en suero de animales

inmunizados e infectados.
3.7 Produccion de anticuerpos 1gG en ovinos de ensayo

Uno de los resultados més importantes en la produccién de vacunas contra F.
hepatica es la relacion entre altos niveles de proteccién y la presencia de anticuerpos. Se
determinaron los titulos de anticuerpos anti SFhKT de tipo IgG en las muestras de sueros,
tomando seis diluciones: 2 x 103; 1 x 10”; 5x 10™; 2.5 x 10™*; 1.25 x 10™; 6.25 x 10~ de
los grupos de control infectado (CI), grupo adyuvante (AY), grupo control sano (CS) y
los sueros provenientes de los ovinos que recibieron la segunda formulacién del vacuna
(V2) debido a sus mejores indicadores de proteccion (reduccion en el conteo de adultos
del 49.6%). Los resultados obtenidos a través del andlisis de inmunoensayo ELISA se
muestran en graficos (Fig.14 A y B) donde se indican valores de densidades Opticas de
los sueros en funcion del tiempo de infeccion y la comparacion de los valores medios por
grupo observados. Se evidencid una mayor respuesta de anticuerpos en la semana 6 pos
infeccion de los ovinos infectados (Cl, AY y V2) respecto a la presente en el grupo de
control sano (CS), en la semana 8 hay un incremento significativo (p<0.0001) de los
titulos de anticuerpos, disminuyen en la semanal0O coincidente con la deposicion de
huevos de F.hepatica en vesicula biliar y luego se evidencia un incremento hacia la
semana 14 pos infeccion. (Fig. 15 A). En la comparacion de medias, se observa que los
menores valores de 1gG corresponden a los sueros de ovinos del grupo de control sano
(CS) seguido por aquellos del grupo adyuvante (AY) entre ambos grupos no hay
diferencia estadisticamente significativa. Respecto a grupo inmunizado con la segunda
formulacion (V2) éste demuestra los titulos mas altos de anticuerpos, siendo
significativamente superiores a los grupos CS y AY, sin embargo, cuando comparamos
la respuesta de anticuerpos entre el grupo inmunizado (V2) y el grupo de control infectado
(C1) se observa que si bien la respuesta es mayor en los inmunizados la diferencia entre

ambos grupos no es estadisticamente significativa. (Fig. 15 B).
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Fig 15. Deteccion de anticuerpos anti 1gG especificos de SFhKT
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FIGURA 15. Deteccion de anticuerpos 1gG especificos de sFhKT. Anticuerpos 1gG en los sueros de
ovinos inmunizados mediante ELISA. Se obtuvieron muestras de suero de los ovinos por venopuncion de
yugular a las 6, 8, 10,12 y 14 semanas pos infeccién (SPI) de los grupos Cl, V2, CSy AY. (A) Valores
medios ajustados de IgG y EE por grupo experimental en relacion al tiempo de infeccién. (B) Comparacion
de medias de IgG por grupo segun prueba LSD de Fisher p<0.0001, ***: diferencia significativa p<0.0001,
ns: no se observan diferencias significativas.
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Objetivo especifico: Determinar la aplicacién del péptido Kunitz (FhKT) como

diagnostico temprano de fasciolosis en ovinos.

A partir de los datos obtenidos en los ensayos experimentales donde se evidencia
una respuesta inmune en los ovinos infectados con F.hepatica mayor respecto a la
evidenciada en los ovinos libres de la enfermedad a las seis semanas pos infeccion se
sumo este nuevo objetivo de investigacion a los fines de determinar la utilidad de este
péptido como una herramienta de diagndstico temprano. En este objetivo se trabajo en
forma conjunta con el equipo del Dr. José Luis Barra del Laboratorio de Centro de
Investigaciones en Quimica Bioldgica de Cordoba (CIQUIBIC). El logro de este objetivo
incluyd el desafio de los sueros con la proteina sintética kunitz (sFhKT) y con tres
proteinas kunitz de sintesis recombinante: FnKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4 producidas en el
CIQUIBIC de la Universidad Nacional de Cérdoba. Estos resultados fueron publicados
en International journal of veterinary science and medicine, 11(1), 126-137.
https://doi.org/10.1080/23144599.2023.2273678 , noviembre de 2023.

3.8 Comparacion de la alineacion de la secuencia de aminoécidos y el modelado de
inhibidores de tipo Kunitz de F. hepatica

Se haidentificado un patron distinto de transcripcion de los diferentes genes que codifican
las proteinas inhibidoras de Kunitz en F. hepatica dependiendo de las etapas del parasito
en el huésped (Cwiklinski & Dalton, 2022). En ese sentido se evaluaron FhKT1.1,
FhKT1.3 y FhK4, que se expresan en diferentes momentos durante el desarrollo del
parasito. Entre el grupo FhKT1, FhKT1.1 se expresa mas durante todo el ciclo del
parasito, mientras que FhKT1.3 tiene una expresion tardia y FnKT4 una temprana. Estas
proteinas presentan diferente especificidad como inhibidoras de proteasas. FhKT1.1 no
inhibe las serina proteasas, pero si inhibe las catepsina L cisteina proteasas. Sin embargo,

FhKT1.3 inhibe las cisteina y serina proteasas.

Los alineamientos de secuencia mostraron las diferencias en el residuo en P1 (posicion
15), que esté relacionado con el perfil inhibidor de FhKT (Fig.16 A, flecha). La estructura
secundaria predicha muestra tres enlaces disulfuro (amarillo), una hélice alfa (rosa) y
laminas beta antiparalelas (azul) (Fig. 16 B). También se muestra una representacion de
los residuos ubicados en el pico del bucle reactivo Leu 15, Argl6 y Arg 12 (Fig. 16 B).
Considerando que las proteinas FhKT tienen tres puentes disulfuro internos (Fig. 16 A),
fueron expresadas como proteinas de fusion en el periplasma de E. coli (que es mas

propicio que el citosol para la formacion de puentes disulfuro) fusionadas a una etiqueta
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C-terminal més grande con un péptido sefial periplasmico en el extremo amino de las
proteinas FhKT y una etiqueta His en su extremo carboxilo (Fig. 16 C). Los esquemas de
las proteinas de fusion mostraron SP (péptido sefial), FNKT (proteina similar a KT de F.
hepatica), Intein (SspDnaXintein), CBD (dominio de union a quitina), His-tag (etiqueta
de afinidad de polihistidina) y Fpro correspondientes a la proteina de fusion (Intein-CBD-

His-tag) se muestra en la Fig. 16 C.

Fig. 16. Alineacion de secuencias de aminoacidos y modelado de proteinas FhKT
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Figura 16. Alineacién de secuencias de aminoacidos y modelado de proteinas FnKT. (A) Secuencia
de alineacion de aminoacidos de miembros pertenecientes a la familia de inhibidores tipo Kunitz de F.
hepatica. Los aminoacidos conservados se indican con un asterisco (*), la similitud de grupo de
aminoacidos fuerte con dos puntos y la similitud de grupo mas débil con un solo punto. El cédigo de colores
indica los diferentes tipos de aminoacidos segin Clustal Omega. EI residuo P1 dentro del bucle del sitio
reactivo se indica con una flecha. La estructura secundaria prevista (H = hélice, S = hebra) se muestra
debajo de las secuencias.Encima de la secuencia, se dibuja el patrén del puente disulfuro. Las lineas que
conectan el Los residuos de cisteina representan los enlaces disulfuro. (B) Representacion en cinta de las
estructuras FhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4 predichas por AlfaFold2. Los residuos del sitio P1 se muestran
como bolas y barras y los enlaces disulfuro como barras amarillas. Representacion en cinta de las estructuras
secundarias FhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4 predicho por AlphaFold2. Los tres enlaces disulfuro (amarillo),
una hélice alfa (rosa) y se muestran laminas beta antiparalelas (azul). Los residuos del sitio P1 se muestran
como bolas y palos. (C) Esquemas de las proteinas de fusion. EI pET26 pelB SP N-terminal (péptido sefial,
2,23 kDa), el FhKT de interés (proteina similar a KT de F. hepatica, FhKT1.1: 6,79 kDa, 0 FhKT1.3: 6,49
kDa o FhKT4: 6,65 kDa), y Se indican la inteina C-terminal (SspDnaXintein, 15,44 kDa), CBD (dominio
de union a quitina, 6,61 kDa) y la etiqueta His (etiqueta de afinidad de polihistidina, 1,44 kDa). FPro
corresponde a la proteina de fusién (Intein-CBD-Histag). (Ahumada et al, 2023).

En condiciones experimentales, las proteinas recombinantes kunitz  (rFhKT) se
observaron como una banda proteica principal de aproximadamente 30 kDa (mondmero
DarFhKT de 7 kDa, DnaX de 15,5 kDa, CBD de 6,6 kDa y conector Histag de 1,4 kDa).
(Fig.17)

Fig. 17. Expresion y purificacion de proteinas de fusion rFhKT
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Figura 17. Expresion y purificacion de proteinas de fusion rFhKT. Analisis representativo mediante
SDS-PAGE de las proteinas de fusién recombinantes expresadas y purificadas de E. coli de inhibidores de
F.hepatica KT, rFhKT1.1 (carril 1.1); rFhKT21.3 (carril 1.3) y rFhKT4 (carril 4). Carril MW: marcadores
de peso molecular. Las bandas con un asterisco (*) corresponden a derivados mas cortos de las proteinas
de fusién rFhKT-FPro, en las cuales el inteina de ADN cort6 un pequefio fragmento del extremo N de las
proteinas FhKT durante el proceso de expresién y purificacién (Ahumada et al, 2023).

3.9 Evaluacion de las respuestas de anticuerpos anti sSFhKT y anti rFhKT en ovinos
infectados experimentalmente con F. hepatica.
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A fines de determinar la capacidad de las respuestas especificas de anticuerpos
IgG para detectar la proteina sintética (SFhKT) y las recombinantes FhKT1.1, FhKT1.3y
FhKT4, se evaluaron sueros obtenidos de ovinos del grupo de control infectados (ClI)
provenientes de los ensayos de vacunacion. Se utilizaron los sueros obtenidos en la
semana 6 pos infeccion (6spi) con F. hepatica, momento previo al pico de deteccion de
IgG (Fig.15 A). Se compararon los valores de densidad éptica (OD) utilizando sFhKT,
asi como las tres proteinas recombinantes (FhKT1.1, FnKT1.3 y FhKT4) en el suero de
ovinos infectados (6spi). Las respuestas de anticuerpos de sueros del grupo CI y ovinos
libres de la enfermedad (CS) se muestran en la Figura 18 A. Se comparé la densidad
optica (DO) en seis diluciones de sueros: 2 x 103 1 x 107, 5x 10™; 2.5 x 10*; 1.25 x 10°
*6.25 x 10 En cuanto a las ovejas infectadas, las respuestas de anticuerpos a sSFhKT,
FhKT4 y FhKT1.1 fueron mas altas a una dilucion de 2 x 1073. Diluciones menores que
2 x 1072 no fueron Utiles para discriminar la DO entre sueros de diferentes grupos. Los
valores més bajos de DO en todas las diluciones se obtuvieron con la proteina de fusién

(Fpro) y con los sueros de ovinos del grupo de control sanos CS (Figura 18 A).

Para evaluar el desempefio de sFhKT y las rFhKTs en los sueros del grupo Cl, se realiz6
una comparacion de las medias a la dilucién mas baja, 1:500. FhKT1.1 mostro los valores
mas altos de DO en comparacion con los otros antigenos. Estas diferencias fueron

estadisticamente significativas (p<0.001) (Figura 18 B).
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Fig. 18. Respuesta de anticuerpos anti-1gG en ovinos infectados (Cl)
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Figura 18. Respuesta de anticuerpos anti-1gG en ovinos infectados (Cl) a sSFhKT, FhKT1.1, FhKT1.3
y FhKT4. (A) Media de los valores de densidad éptica (DO) para anticuerpos totales de IgG a sFhKT y
rFhKTs (n = 6); Media + error estandar de la media (EE) representada en 6 diluciones seriales de sueros: 2
x 10%; 1 x 107 5 x 10*; 2.5 x 10" 1.25 x 10™; 6.25 x 10°. (B) Comparacidon de las medias de OD para la
dilucién de 2 x 103 obtenida para sSFhKT vy las proteinas recombinantes (rFhKT1.1, rFhKT1.3, rFhKT4)
*** indican diferencias estadisticas p<0.001.

Para evaluar la especificidad de las respuestas de 19G a sFhKT, FhKT1.1, FhKT1.3 y
FhKT4, comparamos los sueros del grupo CI con los del grupo control sanos (CS) y
sueros de ovinos con otras parasitosis. Para corroborar la infeccion de los ovinos con otros

parasitos, se realizaron analisis coproparasitologicos y se determiné la presencia de
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huevos (Nematoda) y/o ooquistes (Coccidia) en las heces de animales naturalmente
infectados. Los valores de DO maés altos correspondieron a los sueros de ovinos
infectados con F. hepatica (CI), excepto para el valor obtenido para FhKT1.3 (Tabla 8).

Tabla 8. Valores medios de DO para sFhKT y rFhKT en sueros de ovinos
infectados con F. hepatica (CI) , grupo control sanos (CS) y ovinos con otras

parasitosis.

F.hepatica (CI)  C.Sanos (CS) Coccidia Nematoda
FhKTs 1.00 £ 0.38 0.40 +0.23 0.27+0.1 0.39+0.14
FhKT 1.1 1.24+0.23 0.53+ 0.27 0.66 +0.11 0.79+£0.33
FhKT 1.3 0.58+ 0.26 0.49 +0.25 0.64 £0.11 0.65+0.20
FhKT 4 1.07+0.28 0.81+0.23 1.08 £0.47 0.82 +£0.28

Tabla 8. Valores medios y desvio standard de DO de sueros de ovinos en dilucién 1:500: F. hepatica (CI)
n=6, control sanos (CS) n=5, Coccidia n=3 and Nematoda n=5.

Se analizd6 ademaés la reactividad cruzada de las respuestas de anticuerpos a sFhKT,
FhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4 de ovinos infectados con F. hepatica (Cl) en comparacion
con sueros de ovinos infectados con otros parasitos. Para su andlisis se ajusté un modelo
mixto generalizado con un nivel de significacion p<0.001. Los resultados obtenidos
indicaron que los sueros del grupo CI evidenciaron presencia de anticuerpos reactivos a
sFhKT y FhKT1.1, con valores de DO significativamente superiores de los sueros de

ovinos sanos (CS) y con otras parasitosis. (Fig. 19).
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Fig. 19. Respuestas de anticuerpos de reactividad cruzada a sFhKT, FhKT1.1,
FhKT1.3y FhKT4
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Figura 19. Respuestas de anticuerpos de reactividad cruzada a sFhKT, FhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4
de ovinos infectados con F. hepatica (Cl) mediante ELISA en comparacion con aquellas infectadas
con otros parasitos. Diferencias de medias de DO en valores de dilucion de suero de 2 x 10-2 utilizando
la prueba LSD de Fisher con un valor de p <0,001.** indican diferencias significativas

Se evalu6 la precision del ensayo diagndstico utilizando FhKT. La precision se
define como el grado de acuerdo entre la informacién proporcionada por la prueba
diagnostica evaluada y la proporcionada por la prueba de referencia. La precision del
diagndstico se puede cuantificar utilizando varios indicadores, incluyendo niveles de
sensibilidad y especificidad, prueba de verosimilitud (likelihood ratio), indice Kappa y el
valor de area bajo la curva (AUC) de las curvas ROC. Como se observa en la Tabla 10,
los parametros de especificidad y sensibilidad calculados mediante el método de Wilson-
Brown mostraron que la mejor combinacion para ambos parametros se obtiene utilizando
FhKT1.1 (Se 0.83 y Esp 0.92), seguido por sFhKT, FhKT4 y FhKT1.3.

ns
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Se utiliz6 el indice Kappa para estimar la concordancia entre los resultados obtenidos por
el diagnostico coproparasitologico (estandar de oro) y ELISA utilizando sFhKT vy las
rFhKT recombinantes (Sim & Wright, 2005). La mayor concordancia (valor de indice
Kappa = 0.91) se obtuvo para FhKT1.1, seguido por sFhKT, FhKT4 y FhKT1.3 (Tabla
9).

Se evalu6 ademas la eficacia de la prueba diagndstica determinando el valor del test de
verosimiltud (LR). A medida que LR+ aumenta, la prueba se vuelve mas util para
confirmar la presencia de la enfermedad con mayor certeza. De manera similar, un bajo
valor negativo (LR-) indica una mejor eficiencia para descartar la enfermedad. La Tabla
10 ilustra que FhKT1.1 logra un equilibrio éptimo, con un alto valor de LR+ y el valor

mas bajo de LR-, enfatizando su utilidad diagndstica.

Tabla 9. Precision del test diagnoéstico utilizando FhKT

Sensibilidad  Especificidad +LR -LR Id. Kappa p <0.05
SFhKT 0.67 1 NP 0.33 0.80 **
FhKT1.1 0.83 0.92 10.38 0.18 0.91 *x
FhKTL1.3 0.17 1 NP 0.83 0.28 NS
FhKT4 0.33 0.92 4.1 0.73 0.49 NS

LR: razén de verosimilitud; Id. Kappa : indice kappa; NP: no es posible su célculo.

Para determinar la capacidad discriminatoria de los SFhKT y los rFhKT mediante ELISA
se calcularon los valores de corte y el andlisis de la curva ROC (Receiver-Operating-
Characteristic). El punto de corte entre los grupos para cada SFhKT y rFhKT se establecio
como el valor medio més dos desviaciones del suero de control sano (CS) obtenido con
cada antigeno (Fig. 20 A). FhKT1.1 obtuvo el valor mas alto para resultados
verdaderamente positivos (TP), seguido para sFhKT y el valor mas bajo para resultados

falsos negativos (FN).

El analisis de la curva ROC se utilizo para determinar la precision diagnostica de ELISA.
El &rea bajo la curva ROC (AUC), indica qué tan efectiva es la prueba para discriminar
ovinos cony sin F. hepatica en todo el rango de posibles puntos de corte, mostrando que
los valores mas altos se obtuvieron para el ELISA utilizando FhKT1.1y sFhKT (Fig. 20
B).



66

Fig.20 Capacidad discriminante del diagnostico de F. hepatica en ovinos mediante
el uso de FhKT.

A B
100- ;
1.5
b 80- r“"
. o
=
1.0 g- 60-
E e ORT=eeees QS '5ivasnas aponaainaaaneedonbadsanessedsnesa coO ; !
= | 2 > 2 40 " AUC: 0.94:0.06
TH a Rk o S
[17] 0.5+ *y B8 w Z
i 20
kg "
0.0 : T , T 0+— T T T 1
¥ v FN FP 0 20 40 60 80 100
2.5+ 100 poo 00000 o000
e 29 80~
2 <
R
; 2 1.5+ oo 2 60-
ll_ A 108 v-7" Re...... * ........... AT AP O O g 40- AUCOQSiOOS
*,: ) =
0.54 ***t 20
* 4
- T T T T 0 T T
7 VP VN FN FP 1000 20 40
o 0.9 Gt oo I S S RN G o & 80+
-— |2 * ok 3
- 0.5+ S -] ";’ 40- AUC:0.54+0.16
lL "ok ng 8 ‘
* 204 |
T T T T
VP FP VN FN 0-¢ T T T T 1
0 20 40 60 80 100
2.0 100+ o000
80
154 o . e :
ol TR L. ———— P o2 60-
g 2 - "AUC: 0.69+0.12
K e a * % [~ 40- o
L 3** Enm ‘3 >4
U e 204 |
0.0 T T T T 0 : 1 1 1 1 1
VP FP VN FN 0 20 40 60 80 100
100% - Specificity%

Figura 20. Capacidad discriminante del diagndstico de F. hepatica en ovinos mediante el uso de
FhKT. (A) Puntos de corte (CO) para cada FhKT, VP: verdadero positivo; FP: falso positivo; VN:
verdadero negativo; FN: falso negativo. (B) Curvas ROC para cada FhKT, utilizando DO en sueros de
dilucién 2 x 10-3 de F. hepatica n=6, Control Sano (CS) n=5, Coccidia n=3 y Nematoda n=5, AUC: area
bajo la curva.
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Por altimo se compararon los diferentes kunitz: sintético y recombinantes en cuanto a su
capacidad de diferenciar ovinos infectados con F.hepatica de aquellos libres de la
enfermedad, para lo cual se obtuvo un valor de corte promedio (CO: 1,05 OD) a partir de
valores de corte individuales para cada sFhKT o rFhKT (0,87; 1,08; 0,99; 1,27). Los
resultados obtenidos, como se muestra en la Figura 19, indican que FhKT1.1 obtuvo un
mejor desemperio respecto a los otros.

Fig. 21. Comparacion del desempefio de Kunitz sintético (SFhKT) y recombinantes
(FhKT1.1, FhKT1.3, FhKT4)

5 * *
o ® m &
(=4 ® *
L 05 Tnsnmne ‘F: ......... PCRETTREs E.g....CO
e @
Q ™
® A A
0.5+ & A
A A
T T T T
sFHKT FhKTI.1 FhKTI.3 FhKT4

Figura 21. Comparacion del desempefio de Kunitz sintético (SFhKT) y recombinantes (FhKT1.1,
FhKT1.3, FhKT4) en el diagndstico de ovinos infectadas con F. hepatica. (CO) Valor de corte promedio
para cada antigeno (CO: 1,05 DO) obtenido a partir de valores de corte individuales para cada sSFhKT o
rFhKT (0,87; 1,08; 0,99; 1,27).
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IV. DISCUSION

El enfoque de "Una Salud” se refiere a una estrategia integral que reconoce la
interconexion entre la salud humana, animal y ambiental. En este sentido, las actividades
colaborativas multidisciplinarias desempefian un papel fundamental en la prevencion y
control de enfermedades zoon6ticas como la fascioliosis. La vacunacion del ganado seria
una medida efectiva para reducir la carga de parasitos en los animales, disminuyendo asi
la transmision a los seres humanos. Asimismo, la implementacion de enfoques mejorados
de diagndstico, como pruebas méas sensibles y especificas, facilitaria la deteccion
temprana de la enfermedad tanto en humanos como en animales. Combinado con
estrategias de tratamiento efectivas, estos enfoques contribuyen significativamente a la
mitigacion del riesgo de fascioliasis zoondtica, protegiendo la salud de las poblaciones
humanas y animales.

Las infecciones por helmintos son un problema de salud de gran relevancia en los
paises en vias de desarrollo. Este hecho esta vinculado a condiciones socioeconémicas,
la dificultad en el acceso al agua, a alimentos seguros, a insuficientes practicas de higiene
y centros de salud remotos, entre otras. Los nifios suelen ser la poblacién més afectada
por este tipo de patologias causando malnutricion y posterior dificultad en su desarrollo
(Almeida et al., 2020). Las consecuencias economicas también son importantes ya que
las parasitosis afectan la produccion ganadera, disminuyendo los indices productivos e
incrementando los costos sanitarios para su control, en ese sentido la OMS incorpora
como uno de los objetivos del 2030 el control y la eliminacidn de estos parasitos, donde
se incluye a F. hepatica. Segun informes de la OPS/OMS a escala mundial se consideran
infectados 2.4 millones de personas con esta enfermedad en méas de 70 paises estando en
riesgo de contagio varios millones de personas mas, correspondientes a la poblacion rural
en contacto con animales infectados (Mas-Coma et al., 2022; Mera y Sierra et al., 2011;
Nyindo & Lukambagire, 2015; Torgerson et al., 2015). Si bien la distribucion de la
fasciolosis es mundial, los estudios de prevalencia indican que la mayor cantidad de
personas infectadas corresponden a Sud América (9%), luego Africa (4.8%) y Asia (2%).
Dentro de Sud América los paises andinos Bolivia y Pert son lo méas afectados con
prevalencias de 21% y 11% respectivamente (Rosas-Hostos Infantes et al., 2023).

Las infecciones por helmintos involucran procesos inmunes complejos que
explican la permanencia dentro del hospedador, es por eso que el estudio de las

respuestas inmunes y los mecanismos asociados son fundamentales para el desarrollo de
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vacunas eficaces. En ese sentido, se ha comprobado que la infeccion por F. hepatica
desencadena una respuesta inmunitaria de tipo Th2 que no es suficiente para el control
del parasito, pero al mismo tiempo, promueve mecanismos de curacion antiinflamatorios,
esto facilita el desarrollo de infecciones cronicas por este parasito. Asimismo la especie
ovina no presenta resistencia natural innata a F. hepatica , solo registrandose en el caso
de laraza local indonesa de cola fina resistencia a la infeccidn con la especie F. gigantica
pero esta no es evidente cuando se la infecta experimentalmente con F. hepatica (Hansen
et al., 1999; Nasution et al., 2021). Se ha demostrado ademas en ensayos de respuesta
Inmune que comparan primoinfecciones con reinfecciones experimentales en ovinos, que
la reiterada exposicion al pardsito no genera proteccion sino que se establece una
respuesta inmunitaria mas rapida con un aumento mayor de I1L4 y células regulatorias
FoxP3 y una disminucion mas marcada de IFNy, es decir, la primoinfeccion se
caracteriza por una respuesta mixta inicial Th1/Th2 pero en la reinfeccion prevalecen las
citoquinas antiinflamatorias facilitando la supervivencia del parasito (Pacheco et al.,
2017; Ruiz-Campillo et al., 2023). El inicio de la modulacion de la respuesta inmune por
parte de F. hepatica se registra en los primeros dias pos infeccion cuando el parasito
(NEJ) atraviesa el peritoneo para llegar al higado, ahi se evidencia una infiltracion de
células inmunes y activacion de los macr6fagos M2 de acuerdo a lo observado en ratones
(Guasconi et al., 2012; Ruiz-Campillo et al., 2018). Esto indicaria primeramente el efecto
de los PES (productos de excrecion y secrecion) del parasito en la modulacion de la
respuesta inmune y en consecuencia su potencialidad como blanco para la accion de
vacunas protectivas contra F. hepatica. Inicialmente las vacunas utilizaban componentes
0 subunidades proteicas del parasito resultando dificultosa la obtencion de las
formulaciones, en ese sentido, la utilizacion de un péptido sintético ofrece ventajas
comparativas: produccion simple y de bajo costo, mejor estabilidad que facilita su
almacenamiento y al ser de cadenas mas cortas menor probabilidad de producir
reacciones adversas o de tipo alérgicas (De Brito et al., 2018; Karch & Burkhard, 2016;
Malonis et al., 2020). En contraste, las acciones inmunes eficaces para el control de los
helmintos en general y de F. hepatica en particular son las vinculadas a los mecanismos
de inmunidad mediado por anticuerpos debido al gran tamafio de estos parasitos no
pueden ser opsonizados por lo cual se requiere la accion de anticuerpos que a través de la
porcion Fc se unen a celulas efectoras (eosinofilos, macrdéfagos, neutrofilos) que liberan
componentes activos de oxigeno (H.0,) u oxido nitrico (NO) (Gazzinelli-Guimaraes &

Nutman, 2018; Motran et al., 2018). Se ha demostrado in vitro que la efectividad en la
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accion del oxido nitrico para la lisis de las formas juveniles de F. hepatica. En ese sentido,
una vacuna eficaz deberia favorecer una respuesta Th1l que potencie la accion mediada
por anticuerpos y de esa manera frenara la migracion de las formas juveniles a través del

epitelio intestinal.

Desarrollos previos de vacunas contra F. hepatica se han focalizado en el uso de catepsina
L1, GST (ambas proteasas) y la proteina fijadora de acidos grasos (FABP) como
inmunogeno con eficacias variables valoradas en la reduccion del conteo de adultos y en
el conteo de huevos (RCH) (Molina-Hernandez et al., 2015; Spithill et al., 2021; Toet
et al., 2014). Ensayos realizados con estos péptidos nativos de catepsina L1 y L2
indicaron proteccion del 33% en la especie ovina con disminucion en la fertilidad de los
huevos de F. hepatica de los individuos vacunados que indicarian un efecto importante
sobre la transmision del parésito (Dalton et al., 2013). En ese sentido el objetivo de
nuestro trabajo fue evaluar la eficacia de la vacuna con SFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16
utilizando esas variables como indicadores de proteccidn para poder comparar con la
informacién disponible. Los datos obtenidos en nuestro trabajo indican niveles de
proteccion superiores con una reduccion en la segunda formulacion de la vacuna del
49.6% en el recuento de adultos recuperados de higado y vesicula biliar. En un estudio
mas reciente que utiliza epitopes especificos de catepsina L1, la reduccién del conteo de
gusanos y los titulos de anticuerpos anti IgG fueron significativamente mayores respecto
a los individuos no vacunados mostrando una valor de reduccion del 37.3% es decir, un
valor inferior al obtenido en este ensayo con sFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Buffoni
et al., 2020). Otros ensayos de respuesta a inmunizaciones utilizaron combinaciones de
tres antigenos recombinantes en la formulacién: catepsina (rFhCI1), molécula de defensa
contra helmintos (rHDM), leucina aminopeptidasa (rFhLAP) asociados a dos adyuvantes
Montanide y un hidroxigel de aluminio, los resultados obtenidos indicaron una reduccion
de 28.71% en el conteo de huevos (RCH) y una menor lesion hepatica en los individuos
del grupo vacunados (Zafra et al., 2021) estos valores también son sensiblemente
inferiores a los obtenidos en nuestros ensayos donde la reduccion en el conteo de huevos
RCH: 81.4% con la segunda formulacion de la vacuna utilizando sFhKT.

Las proteinas de tipo Kunitz son un grupo de inhibidores de proteasas ubicuos y
se encuentran en artrépodos, helmintos y mamiferos. La especificidad inhibidora del
dominio Kunitz varia con los aminoacidos presentes en los sitios reactivos y su funcién

depende del organismo (Garcia-Fernandez et al., 2012; Ranasinghe & McManus, 2013).
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En los vertebrados, los inhibidores de Kunitz desempefian un papel importante en los
procesos inflamatorios mientras que, en los invertebrados como los escorpiones
participan tanto en la actividad neurotoxica como en la inhibidora de proteasas y, en los
artropodos hematdfagos, funcionan como agentes anticoagulantes (Mishra, 2020; Paesen
et al., 2009). Como se sefialo anteriormente las proteinas Kunitz (FhKT) estan altamente
expresadas en F. hepatica, desarrollando funciones vitales durante todo el ciclo de vida
del parasito que incluyen su alimentacion y la proteccion a la reaccion del huésped
mediante la regulacion de las principales proteasas de F. hepatica y su capacidad para
impedir la produccidn de citoquinas proinflamatorias en las células dendriticas activadas
por el LPS, disminuyendo asi su potencial para provocar respuestas inflamatorias (Bozas
et al., 1995a; de Magalhaes et al., 2018; Lalor et al., 2021; Ranasinghe & McManus,
2013; Smith et al., 2016). Ademas de ser secretada copiosamente por el paréasito, se ha
demostrado su capacidad para inducir anticuerpos y conferir proteccion contra la
infeccion experimental con F. hepatica en ratones inmunizados con FhKT (Silvane et al.,
2020). Sin embargo, estas proteinas ain no han sido evaluadas en las pruebas de
diagnostico de la fasciolosis ovina ni tampoco ensayos referidos a su uso como
inmundgeno Unico en vacunas experimentales en ovinos. Estos descubrimientos indican
el papel fundamental que desempefian las proteinas de Kunitz en la supervivencia y la
patogénesis de F. hepatica y su presencia en los productos excretores y secretores del
parasito sugieren su rol inmunomodulador y su potencial utilizacién en formulaciones de

vacunas.

Al focalizarnos en el uso del péptido kunitz, los antecedentes previos de su uso en ensayos
de vacunas en ovinos se refieren solo con formulaciones combinadas con otros
inmundgenos. Existen datos disponibles de desempefio de una vacuna formulada a partir
de tres estefinas recombinantes (rfhSTF-1, rfhSTF-2 y rfhSTF-3) y un inhibidor de tipo
Kunitz (rFHKT1) con Montanide 61VG como adyuvante, segun lo que se informa esta
vacuna no redujo el conteo de adultos, pero si se observé una reducciédn en la viabilidad
de los mismos (36-42%) Yy una mejor ganancia de peso en los animales vacunados
respecto al grupo control (Cwiklinski et al., 2022) estas diferencias en los valores de
ganancia de peso no se presentaron en nuestros ensayos experimentales, donde no se
observo diferencias significativas en los ovinos de los grupos bajo experimentacion (CS,
AY, V1yV2). Los estudios realizados in silico para predecir los epitopos especificos

de las células B y T para la construccion de una vacuna multiepitopica candidata contra
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la fasciolosis utilizaron cuatro antigenos excretores y secretores: una proteina tipo Kunitz,
la catepsina L1, molécula de defensa contra los helmintos, y la glutation S-transferasa,
Segun este estudio, esta vacuna multiepitopica, elaborada con varios antigenos
inmunogénicos, demostrd altas propiedades inmunoldgicas, detectando disminucion
significativa en la viabilidad de los huevos, lo que sugiere que los inhibidores de la
peptidasa pueden ser combinaciones vacunales eficaces para el control de fasciolosis en
ovinos. Ademas, los analisis bioinformaticos han disefiado un antigeno que posee
numerosos epitopes, incluido el inhibidor de la serina proteasa de tipo Kunitz, lo que
indica su potencial como inmundgeno (Akil et al., 2022) estos datos respaldan nuestros
resultados de las formulaciones de las vacunas probadas en los ensayos experimentales
donde observamos también una disminucién significativa en la viabilidad de los huevos

valorada a través del test de eclosion.

En el disefio de una vacuna ademas del inmundgeno es de gran importancia la eleccion
de un adyuvante ya que modifica directamente la respuesta inmune, el transporte, la
disponibilidad del antigeno y su proteccion contra el ambiente circundante, es decir,

interviene sustancialmente en la eficacia de la inmunizacion (Apostdlico et al., 2016).

Se ha demostrado que el uso de CpG-ODN como adyuvante mejora la eficacia de las
vacunas contra parasitos en el caso de Toxoplasma gondii y Leishmania. En estudios
previos en ratones el uso de vacunas contra T. gondii con CpG-ODN como adyuvante
mejoro los indices de proteccion de la vacuna, con incremento de la respuesta de
anticuerpos y células T (Kang et al., 2021). También se evidencio una mejora en la
respuesta a la inmunizacién en vacunas contra Leishmania en ratones con un incremento
de los titulos de anticuerpos, produccion de IFN vy, disminucion de IL4, menor
presentacion de lesiones dérmicas y una menor carga parasitaria (Keshavarzian et al.,
2020). Se dispone de referencias del uso de CpG-ODN como adyuvante en vacunas de
uso en aves de corral contra patdgenos virales y bacterianos: enfermedad de Newcastle,
gripe aviar y bursitis infecciosa (Lin et al., 2020). El adyuvante utilizado en la vacuna
experimental tiene una presentacion en una nanoestructura de cristal liquido asociado a
palmitato de ascorbilo lo que presenta ventajas en la proteccién de las proteinas utilizadas
como inmunogeno frente a las condiciones ambientales (luz, calor, accion enzimatica) y
permite hacer una liberacion regulada de los componentes de la vacuna. Esto coincide
con lo sefialado en trabajos que utilizaron formulaciones nanoparticuladas de CpG

evidenciado una mejor respuesta inmunitaria en ratones contra enfermedades infecciosas
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y tumorales (Chiodetti et al., 2018; Gupta & Cooper, 2008; Qiao et al., 2022; Sanchez
Vallecillo et al., 2014). Las caracteristicas mencionadas anteriormente se se combinaron
en la plataforma CPG-ODN/CoA-ASC16. La nanoestructura del CoA-ASC16 posee un
cierto nivel de rigidez, lo que le permite regular la liberacion de moléculas al entorno
biolégico o proporcionar estabilidad a las moléculas (Sanchez Vallecillo et al., 2014,
2015b). Asimismo estudios previos in vitro demostraron que CoA-ASC16 libera de
forma constante las proteinas OVA y CpG-ODN, lo que facilita su absorcién simultanea
por parte de los CD en los ganglios linfaticos drenantes adyacentes al sitio de inoculacion
en ratones. EI CoA-ASC16 tiene un efecto protector al impedir que la proteasa del
antigeno OVA y CpG-ODN degrade los antigenos OVA y CpG-ODN. Resultados previos
en ratones utilizando FhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 evidenciaron una respuesta
inmunitaria de tipo Thl con elevada produccion de anticuerpos especificos 1gG1-1gG2a
y alta concentracion de IFN-y y la IL-17A (Silvane et al., 2020). En nuestros ensayos
experimentales desarrollados con una formulacion similar por limitaciones de recursos
analiticos no se pudo valorar la produccion de citoquinas que permitiria caracterizar mas

precisamente el tipo de respuesta inducida.

Sin embargo, al analizar los datos obtenidos en el grupo de ovinos inmunizados
unicamente con el ODN-CpG/CoaA ASC16 (AY), podemos observar que este grupo
experimental tiene un desempefio intermedio respecto al grupo de C. Infectados (CI). Los
valores de enzimas hepaticas son menores al grupo CI obteniendo ademas un valor
levemente inferior en el n° de areas de dafio macroscopico en higado respecto al grupo no
inmunizado. Al referirnos a la produccion de huevos, se observo una RCH: 23% y una
leve disminucion en el conteo de adultos RCA: 8% esto indicaria un efecto del adyuvante
si lo comparamos con el grupo no inmunizado (CI) pero estas diferencias no son
significativas. Cuando se analiza la produccion de 1gG podemos observar que
inicialmente en la semanas 6 hasta la 10 pos infeccidn los titulos de anticuerpos son
mayores que el grupo de control sano (CS) pero luego disminuye a partir de la semana
12. Estos titulos de anticuerpos siempre son inferiores a los grupos Cl y V2. Al analizar
los valores medios se observa un titulo mayor en el grupo AY respecto al CS. En
definitiva se puede concluir que CpG-ODN/CoA-ASC16 genera una repuesta inmune con

bajos niveles de proteccion frente a F. hepatica.

Al analizar el nivel de dafio del tejido hepético se evidencio una menor extension del dafio

valorado macroscopicamente en los ovinos inmunizados con la vacuna, en los analisis
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histoldgicos de las lesiones se observaron patrones caracteristicos de las lesiones referidas
por F. hepatica en ovinos infectados naturalmente tales como infiltrado inflamatorio,
hiperplasia de los canaliculos, agrandamiento de las células de Kupffer, alteracion de las
células parenquimatosas, presencia de abscesos, diferentes grados de fibrosis y presencia
de cirrosis (Ashoor & Wakid, 2023; Pérez-Caballero et al., 2018). En ninguno de los
ovinos infectados se observaron lesiones en otros 6rganos causadas por migracion
aberrante del paréasito. Si bien los tipos de lesiones presentes en los grupos fueron
similares, el analisis multivariado permiti6 identificar patrones diferenciales concluyendo
que el grupo C. Infectado (CI) se caracterizaba por mayor desarrollo de lesiones
fibréticas y presencia de cirrosis mientas que en los andlisis histologico de los ovinos que
recibieron ambas formulaciones de la vacuna (V1 y V2) prevalecian la infiltracion de
células inflamatorias. Esta forma de analisis de los patrones de lesion es novedoso pero
si coincidente en la disminucién del dafio por accién de la vacuna con otros estudios
previos (Zafra et al., 2021) y también concuerda la disminucion del patron de lesion de
fibrosis en ovinos inmunizados en reportes de investigacion usando Catepsina L como
inmunogeno (Pacheco et al., 2018).

A partir de los andlisis previos y con la evidencia de la respuesta de anticuerpos a SFhKT
observada en los individuos infectados experimentalmente se investigo sobre la
posibilidad de uso de este péptido sintético y otros de tipo recombinante de produccion

local como herramientas de diagndstico de la infeccién a través de ELISA.

Como se ha mencionado anteriormente, F. hepatica es un parasito que libera abundantes
productos excretor-secretores a través de los tejidos de los mamiferos durante su ciclo
vital. Entre estos productos se encuentran varias enzimas de la familia de las catepsinas
que contribuyen a la digestion de los tejidos. La expresion y secrecion de proteasas, como
la catepsina L y B, son esenciales para la digestion tanto de la pared intestinal como del
tejido hepatico por parte del parasito hasta su asentamiento en las vias biliares (Barbour
et al., 2021). Para resistir la accion de estas proteasas, se ha postulado que las proteinas
de la familia Kunitz son capaces de inhibir la accion tanto de cisteina como de serina
proteasas secretadas por el huésped y/o parésito (Cwiklinski & Dalton, 2022; Smith et al.,
2016).

En ese sentido, se evalud el desempefio de la proteina sintética SFhKT y tres proteinas
recombinantes (rFhKT1.1, FhKT1.3 y FhKT4) en un test ELISA de diagnéstico para

fasciolosis en ovinos. Las tres moléculas inhibidoras de tipo Kunitz se expresaron y
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purificaron como una proteina de fusion recombinante en E. coli, basdndose en un
protocolo previamente descrito para la produccion de la hormona del crecimiento humano
recombinante (rhGH) (Amaranto et al., 2021). La cantidad de proteina recombinante era
adecuada para el proposito de recubrir el ELISA. La importancia de lograr una
recuperacion satisfactoria de las proteinas se ve reforzada por la tendencia a utilizar
antigenos recombinantes en lugar de antigenos nativos en los ensayos de
inmunodiagnoéstico comerciales (Beesley et al., 2018). Esta preferencia se basa en la
capacidad de generar antigenos recombinantes de manera consistente y extensa, lo que
facilita la fabricacion a gran escala. Mediante la utilizacion de antigenos recombinantes,
se garantiza un suministro constante y fiable, algo crucial para mantener la calidad y la

reproducibilidad de los ensayos de diagnostico.

Adicionalmente es conocido que la sintesis en fase sélida, como método de obtencién del
péptido de Kunitz, es costosa y, a menudo, ineficaz a la hora de producir mayores
cantidades. Ademas, es posible que no sea economicamente viable para la produccién en
paises como Argentina. Segun los resultados de ELISA, es evidente que FhKT1.1 fue
superior a las otras proteinas recombinantes utilizadas e incluso al sintético sFHKT. Esto
no es sorprendente ya que FhKT1.1 es de alta expresion, particularmente en las primeras
etapas infecciosas del parasito. Curiosamente, aunque rFhKT1.3, una parte del clado
FhKT1, no fue eficaz para la deteccion de anticuerpos mediante ELISA en ovinos
infectados experimentalmente, esto no puede atribuirse a la menor expresion genética de
Fhkt1.3, como lo demuestra el analisis que utiliza datos de RNA-Seq que revel6 que los
tres miembros del clado FhKT1 (Fhktl.1, 1.2 y 1.3) mostraron una alta expresion en todas
las etapas del ciclo dentro del mamifero hospedador (Smith et al., 2016). Ademas, el
analisis proteémico de las secreciones de las formas recientemente desenquistadas (NEJ)
identifico péptidos que correspondian a proteinas derivadas de los productos genéticos de
FhKT1.1, 1.2 y 1.3. Curiosamente, el analisis de alineacion de secuencias de FhKT1.3
revela que la posicién P1 (posicion 15), ubicada dentro del bucle reactivo de los
inhibidores de KT vy critica para unirse e inhibir la proteasa objetivo, esta ocupada por
una arginina cargada positivamente, en contraste con la residuos de leucina hidrofobos
encontrados en FhKT1.1 y FhKT1.2 (Cwiklinski & Dalton, 2022).

Se desconoce si la presencia de leucina en P1 desempefia un papel en el reconocimiento
de anticuerpos contra FhKT; sin embargo, FhKT4 tiene arginina en P1 y tuvo un mejor

desempefio que FhKT1.3 como antigeno en ELISA, lo que sugiere la irrelevancia del
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residuo presente en P1 en FhKT como antigeno diana en ELISA para el diagndstico
seroldgico de fasciolosis en ovinos. La estructura de la secuencia de aminoacidos afectaria
a su capacidad para escindir diferentes proteasas, pero no sabemos si esto influye en su
capacidad para ser reconocida por anticuerpos. Sin embargo, las diferencias observadas
en las estructuras secundaria y terciaria pueden explicar el comportamiento diferencial en

el reconocimiento de anticuerpos, segun se observo en los resultados de ELISA.

Es importante destacar que la comparacion de los diferentes FNKT como antigenos diana
en ELISA utilizando variables de precision diagnostica nos permitié concluir que si bien
el desempefio de sFhKT fue importante solo el recombinante FhKT1.1 identifico a todos
los individuos infectados experimentalmente, superando a los demas (Altman & Bossuyt,
2005; Goncalves et al., 2014; Rezaei et al., 2022; Sim & Wright, 2005; Tonsing et al.,
2023).

En cuanto a la reactividad cruzada, se encontr6é que FhKT1.1 se desempefio mejor cuando
se desafid con sueros de ovinos parasitados con coccidios 0 nematodos, patdgenos de alta
prevalencia en las majadas; sin embargo, se recomienda desafiar con una mayor variedad
de sueros, incluyendo ovinos infectados con platelmintos, para proporcionar una
comprension mas completa de su especificidad y potencial aplicacion en pruebas de

diagnostico o estudios de inmunidad contra F. hepatica en ovejas (Mavrot et al., 2015).

Ademas, la comparacion de los valores de DO mediante un andlisis de contingencia que
permite evaluar el desempefio de todos los antigenos diana en ELISA demuestra que
FhKT1.1 es el mas eficiente para identificar individuos positivos, mientras que sFhKT
identifica el 50% de estos. Estos datos en conjunto validan el uso de FhKT1.1 para el
serodiagndstico de fasciolosis en ovejas en las primeras etapas de la infeccién, antes de

la deteccidn de la enfermedad mediante métodos coproparasitologicos.

En definitiva, a pesar de observar un reduccion en la carga de adultos en el higado (RCA)
y un mayor infiltrado inflamatorio, la patologia de la enfermedad no fue
significativamente mitigada, con una progresion similar de la enfermedad, lo que resulta
en el dafo hepatico comparables con los animales de control solo infectados (CI) esto
puede ser explicado de diferentes maneras: la proteccion se produjo después que se
hubiera producido dafio hepatico; la reduccion en la cantidad de adultos fue insuficiente
para impactar en la reduccion de la patologia o bien los mecanismos de proteccion

inducidos por la vacuna exacerbaron los procesos de dafio tisular.
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Si bien se ha comprobado el desarrollo de respuesta inmune inducida por vacunas contra
F. hepatica en ovinos (Toet et al., 2014), los mecanismos exactos de eliminacion de los
parasitos que confieren proteccion no han sido identificados aun. En otros hospedadores,
una respuesta inflamatoria temprana y citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC) con la participacion de macrofagos y/o eosinofilos ha sido eficaz (Jmel et al.,
2023)contra la forma juvenil (Piedrafita et al., 2007; Sulaiman et al., 2016; VVan Milligen
etal., 1999). Es decir, aunque el mecanismo efector en ovinos no se ha determinado aun,
una respuesta Thl temprana se considera asociada a la proteccion y explicaria la eficacia

de las vacunas evaluadas (Pleasance et al., 2011; Ruiz-Campillo et al., 2018, 2023)

Finalmente los resultados obtenidos a partir del ensayo de inmunizacién en ovinos con
FhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 indican que una respuesta de anticuerpos contra la
infeccion experimental de F. hepatica, es probablemente capaz de atacar al parasito, en
conjunto con la respuesta celular volviéndolo mas vulnerable y disminuyendo su
capacidad de evadir y modular la respuesta inmune del hospedador (Norbury et al., 2018),
esto traeria como consecuencia una disminucién en la produccion de huevos y afectando
la viabilidad de los mismos. Aln no se ha determinado si los anticuerpos tienen la
capacidad de dafar los huevos excretados por el parésito o qué parte especifica del
sistema reproductivo, como las células vitelinas, se ve afectada. Los hallazgos anteriores
han analizado el efecto antifecundacion/antiembrionacion observado en las vacunas
dirigidas a F. hepatica, formuladas con catepsina como inmundégeno (Alcala-Canto et al.,
2007; Dalton et al., 1996; Wijffels et al., 1994). Se ha sugerido que estos efectos podrian
atribuirse a una inhibicién directa de las proteinas implicadas en la produccion de huevos
0 a un retraso indirecto en el desarrollo de los parasitos, por dificultades en su capacidad
de alimentacion (Jmel et al., 2023). Este aspecto es crucial para la propagacion del
parésito y, si se combina con la reduccion de adultos observada, la vacuna propuesta
podria resultar eficaz para controlar las tasas de transmision del parasito. En el mismo
sentido, la respuesta de anticuerpos si bien puede considerarse insuficiente para detener
la migracion del parasito, permitiria la utilizacion de FhKT y la forma recombinante
FhKT1.1 como elementos de diagnostico temprano de la enfermedad, lo que colaboraria
en el control de F. hepatica y en el uso preciso de medicamentos antiparasitarios.



78

V. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La fasciolosis es una enfermedad cosmopolita con impacto en la economia y en la
salud animal y humana. De acuerdo a los informes de FAQ, el 60% de las enfermedades
infecciosas que afectan a la poblacion humana son zoonosis y mas del 75% es
transmisible entre especies. En el afio 2019, los estados miembros de la Organizacién
Panamericana para la Salud (OPS) aprobaron la Iniciativa para la Eliminacion de
Enfermedades, comprometiendose a eliminar méas de 30 enfermedades transmisibles para
el 2030 donde se incluye a F. hepatica (OMS A72/11 Rev.1,2019). Para el alcance de
este objetivo se propone como enfoque eficaz el de “Una Salud” que permite de manera
integral e interdisciplinaria considerar los determinantes ambientales, la salud humana y

la salud animal como un todo indisoluble. Una de las acciones prioritarias es el control
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de la resistencia a los antiparasitarios y antimicrobianos, con recomendaciones de un uso
controlado de los farmacos, formas integradas de control como el pastoreo selectivo o
multiespecifico, la utilizacion de genotipos resistentes y la busqueda de vacunas
antiparasitarias eficaces. En ese sentido se enmarca el trabajo desarrollado, evaluar una
vacuna experimental sFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 contra F.hepatica en ovinos,
especie altamente susceptible, con antecedentes de éxito en ratones. A partir de los

resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

e La aplicacion de la vacuna experimental sFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 no
provoco en ningun individuo bajo ensayo reaccion anafilactica ni tampoco
reaccion adversa alguna en el sitio de inoculacion,

e Lavacuna experimental sFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 indujo una reduccion en
el conteo de huevos (RCH) del 16.6 y del 81.4% en sus dos formulaciones
respectivamente,

e La vacuna experimental FhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 provocd una reduccion
en el conteo de adultos (RCA) del 25.6 y 49.6% en sus dos formulaciones
respectivamente,

e Los ovinos que recibieron la vacuna experimental FhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16
presentaron una extension de dafio a nivel hepatico levemente menor que los no
vacunados y sus lesiones a nivel histoldgico se caracterizan por mayor presencia
de infiltrado inflamatorio,

e Los sueros de los animales que recibieron la segunda formulacion de la vacuna
experimental SFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 mantuvieron niveles de AST y
ALT cercanos al grupo control sano (CS),

e La vacuna experimental sSFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 afecto la viabilidad de
los huevos, disminuyendo un 50% su eclosion en relacion al grupo no inmunizado,

e La vacuna experimental sFhKT/CpG-ODN/Coa-ASC16 indujo respuesta de
anticuerpos IgG con titulos mayores en los ovinos inmunizados respecto a los que
no recibieron la vacuna, sin embargo la diferencia no es significativa
estadisticamente,

e La proteina sSFhKT y el recombinante FhKT1.1 son utiles para el diagndstico
temprano de fasciolosis ovina, siendo el recombinante de mayor especificidad y

sensibilidad,
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e Lavariacion en la eficacia observada entre el ensayo con la formulacién primera
y la evidenciada en los animales inmunizados con la segunda formulacién indican
una respuesta positiva a la dosis de sFhKT utilizada y sugeriria la posibilidad de
nuevos ensayos con dosis superiores de esta proteina.

Nuevamente desde una vision integral de “Una Salud” se debe considerar la fasciolosis

como un problema multidimensional:

e Ambiental: se debe contemplar que el contexto de cambio climético favorece la
propagacion de fasciolosis debido a modificaciones en los ambientes naturales
con un aumento en la dispersion de su huésped intermediario (Rojo-Vazquez
et al., 2012; Stuen & Ersdal, 2022)

e Salud animal: el uso reiterado de antiparasitarios induce resistencia y esto ha sido
evidenciado con Fasciola hepatica no siendo suficiente el conocimiento
disponible sobre el mecanismo que la induce (Anziani et al., 2014; M. P. Larroza
et al., 2023; Olaechea et al., 2011)

e Salud humana: la incidencia de esta enfermedad es importante sobre todo en
Latinoamérica, afectando a la poblacion rural, sistemas campesinos de baja

incorporacion tecnoldgica y con centros de salud asistenciales remotos.

En este escenario, la posibilidad de una vacuna que reduzca el impacto y la
propagacion de la enfermedad a través de una reduccion de los huevos y su viabilidad
en un huésped definitivo de alta susceptibilidad como los ovinos adquiere gran
relevancia. Se considera que el umbral necesario de efectividad de una vacuna para
ser comercialmente viable debe ser superior al 70% de eficacia. Ahora bien,
considerando las dificultades en el desarrollo de inmunidad contra F. hepatica en
ovinos, ¢cudl seria la reduccién de adultos (RCA) obtenida que justificaria la
inversion en la vacunacion por parte del sistema productivo? Algunos autores, tales
como Spithill et al., 2021 consideran que la respuesta debiera buscarse en la ecuacion
econdémica que contabilice los costos de uso de antiparasitarios y las pérdidas
asociadas a la enfermedad, es decir, que el uso de la vacuna con los costos asociados,
incremente la productividad en la majada para justificar su uso. Sin embargo este
criterio no considera que la utilizacion de una vacuna con una efectividad menor
(50%) podria no so6lo disminuir pérdidas productivas sino disminuir la contaminacién

de los campos y reducir el riesgo de infeccion de las familias productoras que alli
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habitan. En ese sentido y retomando el enfoque “Una Salud”, el control de la
enfermedad en nuestros sistemas productivos extensivos, podria incluir el uso
adecuado de medicamentos antiparasitarios de eficacia comprobada, planificacion del
pastoreo y utilizacion de vacunas de moderada eficacia que reduzcan progresivamente

la contaminacion de las pasturas.

Para poder lograr este objetivo, se requieren nuevos estudios que profundicen sobre
los mecanismos de accidn de FhKT sobre el parasito que impactan en la disminucién
de su fertilidad, también es necesario replicar ensayos con un mayor ndmero de
animales y en condiciones de infeccion natural para poder determinar con mayor
certeza la eficacia de esta vacuna experimental. De igual manera, estos resultados
generan nuevas lineas de trabajo que posibiliten el desarrollo de herramientas
diagndsticas tempranas y accesibles que distingan respuestas tempranas de
anticuerpos con aquellas posiblemente presentes en individuos infectados y tratados.

Por ultimo, la capacidad demostrada del recombinante FhKT1.1 y la posibilidad de
su sintesis local permitirian el desarrollo de nuevos ensayos vacunales con la
utilizacion de esta proteina como inmundgeno, disminuyendo sensiblemente los
costos de elaboracién de la vacuna y acercarnos al objetivo mayor de desarrollar una

vacuna eficaz y asequible para ovinos contra F. hepatica.-
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