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RESUMEN

ANABEL BOLADO ORTIZ, 2018.- ESTUDIO DEL MODELO Aspiculuris tetraptera — RATON Y
SU APLICACION EN EL DESARROLLO DE UNA FORMULACION VACUNAL BASADA EN LA PROTEINA
RECOMBINANTE PP2A. TESIS DOCTORAL (DIRS. DRA. M2 TRELIS VILLANUEVA, DRA. M2 DOLORES
BERNAL MEMBRILLA Y DR. ANTONIO OSUNA CARRILLO DE ALBORNOZ), FACULTAT DE
FARMACIA, UNIVERSITAT DE VALENCIA, VALENCIA.

Las helmintiasis afectan a mas de 1.500 millones de personas en todo el mundo,
causando una gran morbilidad y asocidndose a importantes tasas de discapacidad. En ganaderia,
se estiman pérdidas de productividad de unos 1.200 millones de euros al afo, a los que hay que
sumar los gastos en tratamientos antiparasitarios que rondan los 1.000 millones de euros
anuales. En los animales cursan con problemas gastrointestinales, causando pérdidas de peso,
retraso en el crecimiento y baja reproductibilidad. En la presente Tesis Doctoral se ha
establecido un modelo experimental para el estudio de las nematodosis técnicamente facil y
reproducible. Para ello, se han puesto a punto las condiciones dptimas de infeccidon con el
modelo experimental Aspiculuris tetraptera-raton (CD1), que han resultado en una dosis
infectante de 2 hembras grdvidas y un tiempo de infeccién inferior a 30 dias para evitar
infecciones secundarias consiguiendo infecciones controladas. En este modelo se ha
caracterizado la respuesta inmunitaria, tanto a nivel local como sistémico, generada en el
hospedador. Se han analizado los niveles de inmunoglobulinas, el recuento leucocitario, los
cambios histolégicos en la mucosa de colon y los perfiles de expresién de citoquinas en érganos
y tejidos inmunoactivos (bazo, nédulo linfatico mesentérico y placas de Peyer). La infeccién
controlada del ratén se acompafia de elevadas IgM e IgG especificas en suero e IgA en mucosa.
Todo ello acompafiado por sobreproduccion de quimioquinas atrayentes de neutrdfilos vy
macréfagos en mucosa, y una respuesta inflamatoria Th17 inicial que facilita el establecimiento
del parasitismo, y que deriva en una respuesta Th9 local promovida por la IL-25 producida en
respuesta a la infeccion. Como un primer abordaje en el estudio de la prevencién de las
nematodosis se ha empleado este modelo en ensayos de vacunacidon con la proteina
recombinante PP2A, formulada con distintos adyuvantes (mucoadhesivos como
carboximetilcelulosa o Plurénic, paredes bacterianas, polietilenimina y acido oleico) y utilizando
distintas vias de administracion. La vacuna constituida por el péptido PP2Ar con
carboximetilcelulosa y paredes bacterianas como coadyuvantes (FV-CMC), administrada via
intranasal, proporcioné los mejores valores de eficacia (tasa de proteccion) y seguridad (efectos
adversos), asi como un mayor efecto inmunomodulador protector, por lo que es una buena
candidata para ensayos de inmunizacion frente a nematodosis.

PALABRAS CLAVE: Nematoda, Aspiculuris, ratdn, proteina recombinante, vacunacién,
PP2Ar, Carboximetilcelulosa, Plurdnic, Polietilenimina, Vinil-Sulfona.



LISTADO DE ABREVIATURAS, SIGLAS Y ACRONIMOS

APC: Célula Presentadora de Antigenos
BSA: albumina de Suero Bovino

CMC: Carboximetilcelulosa

d.p.i.: dias post-inmunizacion

d.p.inf.: dias post infeccién

d.p.r.: dias post-reto

EDTA: acido etilendiaminotetraacético
FITC: isotiocianato de fluoresceina
GAM: anticuerpo cabra anti-ratdn

HE: tincidn hematoxilina-eosina

IFN: interferén

Ig: inmunoglobulina

IL: interleuquina

KO: knock-out

NK: “natural killer” o citocina natural
NLM: nédulo linfatico mesentérico
OVA: ovoalbumina

PAS: Acido Peryddico de Schiff

PBS: tampdn fosfato salino

PBS-T: tampdn fosfato salino con Tween
PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PEIl: polietilenimina

PLU: Plurdnic

PP: placas de Peyer

PP2Ar: PP2A recombinante



PSTP: proteina serin/treonin fosfastasa

RT-gPCR: reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real semicuantitativa
TfH: células T auxiliares foliculares

TGF: factor de crecimiento transformante

Th: linfocitos T cooperadores

Th1: linfocitos T cooperadores de tipo 1

Th17: linfocitos T cooperadores de tipo 17

Th2: linfocitos T cooperadores de tipo 2

Th22: linfocitos T cooperadores de tipo 22

ThGM: linfocitos T cooperadores secretores del factor estimulante de colonias de
granulocito-macréfago

TNF: factor de necrosis tumoral

Treg: linfocitos T reguladores
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1.1. HELMINTIASIS HUMANAS

El término "helminto" comprende tradicionalmente varios grupos muy diferentes de
parasitos: Turbellaria, Trematoda, Cestoda, Nematoda y Acanthocephala. En total, hasta ahora
se han descrito mas de 340 especies de helmintos como parasitos de humanos. Los helmintos
con alta relevancia médica se encuentran principalmente entre los trematodos, cestodos vy
nematodos.

Los ciclos bioldgicos de las especies parasitas que afectan al ser humano pueden ser de
dos tipos, bien directo o monoxeno, en el que interviene un Unico hospedador; bien indirecto o
heteroxeno, donde participan varios hospedadores. En los casos de heteroxenia, en cada uno de
los hospedadores tendra lugar una fase de vida propia del parasito. Debido a esta gran
diversidad, el ciclo puede tardar desde dias a semanas en completarse, en algunos casos debido
a la intervencién necesaria de varios hospedadores intermediarios, o en los casos de monoxenia,
debido a que se necesita de la maduracién en el suelo de la forma infectante como es el caso de
los geohelmintos (Gallego, 2007).

Las infecciones helminticas no causan necesariamente una enfermedad. Asi, mientras
las infecciones con adultos de Taenia saginata generalmente son clinicamente inaparentes, los
estadios larvarios de Taenia solium en el cerebro pueden causar una enfermedad
potencialmente mortal. Las infecciones con Enterobius vermicularis inducen solo sintomas
clinicos débiles (prurito anal), pero la ingestién de carne cruda o poco cocida que contiene unas
pocas larvas de Trichinella puede causar sintomas clinicos graves, por multiplicacion del parasito
en el hospedador, como diarrea, fiebre, dolor muscular e incluso parada respiratoria (Auer &
Aspock, 2014).

Los seres humanos pueden desempeiar el papel de hospedadores definitivos,
intermediarios o erraticos dentro del ciclo de vida de un helminto, los humanos actian como
hospedadores definitivos, por ejemplo, de la Taenia saginata, que se localiza como verme
adulto en el intestino delgado; pueden actuar como hospedadores intermediarios de
Echinococcus granulosus o E. multilocularis. En el caso de Toxocara canis, los humanos actian
como hospedadores erraticos; la ingestion accidental de los huevos infectantes de T. canis a
través de manos, agua o suelo contaminados no causan ningun sintoma clinico en la mayoria de
las infecciones, aunque algunas personas pueden sufrir el sindrome de larva migrans visceral,
sindrome de larva migratoria ocular y toxocarosis cerebral (Krauss et al., 2004).

Los helmintos pueden acceder a los humanos de varias maneras: por ingestion de
alimentos que contengan la forma infectante poco cocidos o crudos: plantas acuaticas (Fasciola
hepatica), carne (T. saginata), cangrejos (Paragonimus spp.); agua contaminada sin hervir
(Dracunculus medinensis); manos sucias (E. granulosus); por penetracidén activa de la piel por
larvas de vida libre (anquilostomas o Strongyloides stercoralis); o por transmisidon pasiva de
larvas por vectores insectos (Wuchereria bancrofti). Numerosos parasitos helminticos se
transmiten de persona a persona (E. vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichiura)
directa o indirectamente y, ademas, un numero considerable de helmintos de animales son
transmisibles a humanos (T. saginata, T. canis, etc.) causando enfermedades lIlamadas
helmintozoonosis (Krauss et al., 2004).
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En la Tabla 1 se muestran las especies de helmintos gastrointestinales mas prevalentes

en humanos y la ruta de infeccidn, asi como la forma infectante para el humano.

Tabla 1.- Especies de nematodos gastrointestinales mas comunes en humanos.
Detalle de la forma infectante, ruta de infeccidén y nicho intestinal

(Adaptada de Grencis, 2015).

) Ruta de Forma ) . .
Especie . ) . Nicho intestinal
infeccion infectante
Ascaris Intestino delgado,
o Oral Huevos
lumbricoides lumen
Necator . Intestino delgado,
. Transcutanea Larva L3
americanus lumen
Ancylostoma Oraly Intestino delgado,
i Larva L3
duodenale Transcutanea lumen
Trichuris Intestino grueso,
) Oral Huevos -
trichura epitelio
Strongyloides , Intestino delgado,
. Transcutanea Larva L3
stercoralis submucosa

Los dérganos diana de los helmintos en humanos son muy variados: intestino
(delgado o grueso), pulmones, higado, cerebro, piel... Ademas del microhabitat de parasitacion
caracteristico, pueden producirse complicaciones a causa de las migraciones complejas a
otros 6rganos que no son los habituales (Gallego, 2007).

Las condiciones ambientales intervienen de manera decisiva en la transmision en la
mayoria de los casos. Los climas tropicales y subtropicales, por ejemplo, permiten el correcto
desarrollo y mantenimiento de las formas de resistencia y la interaccion entre parasito y
hospedador. Debido a la complejidad de los ciclos y para asegurar la propagacion de la
especie, se liberan diariamente grandes cantidades de formas de resistencia al medio ambiente,
ya que la probabilidad de que todas las condiciones nombradas anteriormente se den con
éxito es baja o incluso nula en algunas ocasiones (OMS, 2011).

1.2. IMPORTANCIA DE LAS HELMINTIASIS EN SALUD PUBLICA

Muchas de las parasitosis humanas causadas por helmintos se encuentran incluidas
dentro del grupo denominado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) como
enfermedades desatendidas u olvidadas, “Neglected Tropical Diseases” (NTDs), y cuya
distribucidn geografica y nimero de afectados es muy variable (Figura 1).
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Figura 1.- Distribucién de las NTDs (Fuente: gamapserver.who.in, 2015).

La mayoria de estas enfermedades se relacionan con la pobreza y con medidas
higiénico-sanitarias deficitarias. Se dan mayoritariamente en zonas rurales, suburbios urbanos o
zonas en conflicto. Al mismo tiempo, estas infecciones obstaculizan la salida de la situacién de
pobreza de los paises afectados, ya que impiden un correcto desarrollo fisico e intelectual de Ia
poblacidn infantil, asi como la productividad de los adultos.

Segun la OMS hay un total de 20 enfermedades parasitarias englobadas en este grupo,
de las cuales 9 son causadas por helmintos. Se estima que 1,4 billones de personas estan
afectadas por ellas, incluyendo 800 millones de nifios, de los cuales 300 millones sufren alguna
incapacidad severa o permanente, y causan 500.000 muertes al afio (Shuford et al., 2016).

La distribucion y prevalencia de las enfermedades parasitarias causadas por helmintos,
en su mayoria estdn condicionadas por la climatologia, coincidiendo con los climas mas
templados, pero son especialmente prevalentes en paises con niveles socioecondmicos bajos o
muy bajos, de forma general.

En 2012 se confirmaron 301 casos humanos de trichinelosis en Europa, aunque estos
datos varian en funcién de los paises miembros segin muestra el mapa de notificaciones (Figura
2).

En Espafia la puerta de entrada de las helmintiasis es desde paises endémicos por
viajes a paises tropicales y subtropicales. Segin un estudio realizado en el hospital Ramoén vy
Cajal de Madrid, el 15% de las infecciones importadas son helmintiasis (Vazquez-Lépez et al.,
2013).
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Figura 2.- Distribucion de casos humanos de trichinelosis segin el nimero de casos
por cada 100.000 habitantes (EUROSTAT population data, 2012).

Ademas de la importancia sanitaria de las helmintiasis humanas y el caracter zoonético
de muchas de ellas, existe una serie de afecciones del ganado, provocadas principalmente por
nematodos, con gran interés veterinario por sus altas prevalencias y repercusiones econdémicas.

Las helmintiasis gastrointestinales del ganado se encuentran distribuidas ampliamente.
Entre los géneros de nematodos mas importantes a nivel ganadero cabe destacar:
Trichostrongylus, Ostertargia, Teladorsagia, Haemonchus, Oesophagostomum, Cooperia,
Nematodirus, Strongylus, Strongyloides, Ancylostoma, Bunostomu, Globocephalus, Oxyurus,
Ascaris, Trichiuris, Protostrongylus, Skrabinema; parasitas todas ellas del intestino y/o abomaso
(cuarto estémago) de diferentes rumiantes. En cuanto a las especies pulmonares destacan los
géneros Dictyocaulus, Metastrongylus, Protostrongylus.

Los animales afectados por helmintos intestinales sufren alteraciones
gastrointestinales con una gran variedad de signos clinicos, desde una ligera disminucion de la
ganancia de peso, hasta hipoproteinemias severas, anemias, dafio de la pared gastrica e
intestinal e incluso la muerte (Caracostantogolo et al., 2012). La desnutricién asociada a estas
parasitosis, provoca un alargamiento del periodo necesario para alcanzar el peso establecido
por el mercado para la venta de las reses y, junto con la muerte de ganado joven, aumentan los
costes de produccion, lo cual se traduce en una pérdida para el productor. De la misma forma, la
produccidn de leche y de lana se ven afectadas negativamente (Angulo-Cubillan, 2005).

Ademas, hay que destacar el efecto indirecto de la parasitacion sobre la reproduccién,
ya que el ganado altamente parasitado y desnutrido presenta un retraso en alcanzar la madurez
sexual. Adicionalmente, las hembras gestantes son mas vulnerables a la infeccién por pardsitos y
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a la reactivacion de larvas latentes debido a la inmunosupresion gestacional, lo cual afectard al
peso de la cria que sera inferior a lo esperado (Angulo-Cubillan, 2005).

De modo aproximado, se estiman pérdidas de productividad de unos 1.200 millones de
euros al afio, a los que hay que sumar los gastos de los tratamientos antiparasitarios que rondan
los 1.000 millones de euros anuales (Zajaz, 2006). En paises con climas mas propicios para la
parasitacion y que poseen ademads un alto nimero de explotaciones ganaderas como ocurre en
América Latina se estima una pérdida de cria en ovinos entre un 20% y un 70% (Suarez, 2007;
Molento, 2013; Grisi et al., 2014). Estudios en paises europeos como es el caso de Reino Unido
se demostré una presencia del 100% del parasito Teladorsagia circumcincta en explotaciones de
todo el pais (Burgess et al., 2012).

El control de las helmintiasis gastrointestinales supondria una disminucién de las
formas infectantes en el ambiente y con ello, una reduccién del riesgo de transmision a los
animales. Entre las principales causas que favorecen las helmintiasis y que hacen necesarias
unas estrategias de control integrado, figuran: crianza de animales jévenes en pastos con formas
pardsitas infectantes; hacinamiento de animales; alimentacién insuficiente; condiciones
ambientales adecuadas para el desarrollo de las especies parasitarias mas patdgenas; uso
inadecuado de antiparasitarios incluyendo tratamiento en masa, sin diagndstico previo;
seleccion y dispersidon de poblaciones de parasitos resistentes y ausencia de soporte técnico
(Suarez, 2007).

1.3. PARASITO MODELO: Aspiculuris tetraptera

Para el presente trabajo se ha elegido al helminto Aspiculuris tetraptera como
modelo de infeccién por nematodos intestinales.

Se trata de un nematodo parasito de roedores, habitual del ratén comun, tanto salvaje
como estabulado, con ciclo de vida directo o monoxeno, por tanto, no depende de un
hospedador intermediario para completar su evolucién. Este hecho facilita la infeccion
experimental al no necesitar de hospedadores intermediarios

La clasificacion sistematica de A. tetraptera es la siguiente:

Reino: Animalia (Linnaeus, 1758)
Subreino: Eumetazoa (Biitschli, 1910)
Phylum: Nematoda (Diesing, 1861)
Orden: Rhabditida (Chitwood, 1933)
Stper Familia: Oxyuridea (Cobbold, 1864)

Familia: Heteroxynematidae (Skrjabin y
Shikhobalova, 1948)

Género: Aspiculuris (Nitzsch, 1821)

Especie: Aspiculuris tetraptera
(Nitzsch, 1821)
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A. tetraptera fue descrito por Nitzsch (1821) como parasito de Mus musculus. En 1927,
Schultz demostré que los ratones de campo y los animales domésticos no eran parasitados por
la misma especie, y basandose en pequefios rasgos morfoldgicos dio nombre a una nueva
especie A. dinniki. Ademas de estas dos especies dentro del género Aspiculuris se encuentra A.
americana (Erickson, 1938) y A. africana (Quentin, 1966) y mas recientemente se ha descrito la
especie A. tianjinensis (Liu et al., 2012). En la figura 3, se presentan las diferentes especies de
Aspiculuris descritas indicando la especie hospedadora tras su analisis filogenético.

Peromyzeus lewcopus (USA-11PLAam) —— dspiculuris americana
——— Microms duodecimeostarus (PORTUGAL-12microAf) —— Aspicuturts of dinniki
My, glareolus (SCOTLAND-0903A1)  —
My. glareolis (NOTTINGHAM-114241)
0 My, glareols (WALES-0902A1)
" My. glareolus (NOTTINGHAM-1142At) — Jepiculris tianjnensis
My. glareslus (EIRE-105PMgAt)
My, glareolus (EIRE-12Mg28-12)
My. glaresius (NORFOLK-12Mg83A1)
Microrus longicandus (USA-MKin-2014-43Aaf) —— Aspiewlris cf dinniki
M. m. musculus (POLAND-BALB/c-10MmWroUniAtf) —
M. m. domesticus (SPAIN-13RIBASAT)
M. m. musculns (GERMANY-SK2365)

T

M. m. domesticus (GERMANY-14-A52333)
M. m. musculus (GERMANY-SK2324)

o Aspicultiris tefraptera
M. m. musculns (BRAZIL-13MmAf)

M. m. domesticus (GERMANY-14-A52306)
M. m. musculus (SCOTLAND-PARTON- 10MmaL)

|
82

M. m. domesticus (NOTTINGHAM-13Md01 Atm)
Apodemns sylvaticus (FRANCE-14-060603m2) —

Chianomys nivalis (SWITZERLAND-MaAdd) ™ _—
—? == Aspiculuris dinnikf
77— Chionomys nivalis (SWITZERLAND-MnAd3) -

Acomys di (EGYPT-12Ad268Aa) —— Aspiculuris africana

—
001

Figura 3.- Arbol filogenético de las especies de muridos domésticos y de campo basado en el
gen mitocondrial del citocromo oxidasa 1 (CO1) después del analisis de maxima
verosimilitud con 100 réplicas de arranque implementadas a través del paquete
RaXML con las especies de Aspiculuris que los parasitan. Las puntuaciones en los
nodos representan el soporte de arranque para ese nodo. La barra de escala es
proporcional a la distancia genética en sustituciones por sitio (Behnke et al., 2015).

El ciclo bioldgico de A. tetraptera consta de 3 fases larvarias y una fase adulta con
machos y hembras diferenciados (Anya, 1966) (Figura 4). Los machos tienen un Unico juego de
cromosomas (haploides) por lo que se desarrollan a partir de huevos no fecundados; las
hembras, sin embargo, son diploides, y surgirdn a partir de huevos fecundados por la
coexistencia de machos y hembras (Adamson, 1984).

Después de la ingestion de los huevos por parte del hospedador, estos eclosionan en el
duodeno liberando el primer estadio o larva (L1), las cuales descienden hasta la primera porcidn
del colon y se anclan a la mucosa (Figura 4). Durante un periodo de 7 dias, las larvas entran en
contacto estrecho con los tejidos del hospedador donde evolucionan al estadio L2. Durante el
estadio L2, invaden las criptas del colon donde se desarrollan las larvas L3 para volver al lumen
coldnico, donde evolucionaran hasta dar lugar a los adultos tras 8-10 dias (Philipot et al., 1924).
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Las hembras seran gravidas a los 24 dias post infeccion (d.p.i.) y comenzard la puesta de huevos,
completandose el periodo prepatente (Derothe et al., 1997).

Larvas
L2-L3

Adultos

Qa

Figura 4.- Ciclo de vida de A. tetraptera. Estadios evolutivos.

A los 40 dias de vida los nematodos han alcanzado su tamafio maximo; los machos
adultos miden 3 mm de longitud y 0,1 mm de diametro mientras que las hembras miden 4,5 mm
de longitud y, dependiendo del nimero de unidades de huevos en las vias sexuales, su didmetro
varia entre 0,12 y 0,18 mm. En una infeccién natural el nUmero de hembras siempre es superior
al de los machos. El tiempo de vida media de los machos es de 65 dias, en cambio las hembras
son capaces de sobrevivir 90 dias (Neuser, 1974).

Machos y hembras poseen aletas cefélicas cortadas (Figura 5); un eséfago con bulbo,
de mayor tamafio en hembras que en machos, con anillo nervioso y poro excretor. El macho
tiene doce papilas caudales con espicula y ausencia de gobernaculo. En la hembra la vulva se
encuentra a 1,1 mm de la parte anterior (Maghales et al., 2003).

Esofago

Aletas cefdlicas

Figura 5.- Porcion anterior donde se observan las aletas cefalicas y eséfago del
macho adulto de A. tetraptera fotografiado a 250x (Baker, 2007) y
dibujo (Neuser, 1974).
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Los huevos de A. tetraptera son elipsoidales (Figura 6), midiendo de 70 a 98 um de
largo y de 30 a 50 um de ancho (Thienpont et al., 1990). El huevo estd protegido por cinco
envolturas. La capa lipidica interna tiene 40 nm de espesor y contiene tanto lipidos como
proteinas.

Los huevos son incoloros cuando se obtienen directamente de las hembras fecundadas
y marrones cuando se extraen de las heces. Estos huevos embrionaran en un maximo de 10 dias
en condiciones medioambientales adecuadas y daran lugar a los huevos infectantes (Neuser,
1974).

En 1924, Philipot ya describid un rapido desarrollo de los huevos en el exterior y
observé movimiento de los embriones en el interior de los huevos después de 68h a 22°C y
después de 20h a 27°C. Entre 5 y 7 dias, a una temperatura de 25°C, los huevos son infectantes
para los ratones. El desarrollo de las etapas depende de la humedad, el oxigeno, y que el
intervalo de temperatura sea el adecuado, entre 20 y 30°C. Temperaturas mas altas conducen a
una reduccion en el nimero de huevos infectantes (Anya, 1966). Los huevos pueden sobrevivir
durante un largo periodo a temperatura ambiente.

(a)

Figura 6.- Caracteristicas morfoldgicas del huevo de A. tetraptera y fases de
la embrionacidn del huevo. a) Huevo con mérula tras la puesta; b)
Huevo infectante con larva L1 en su interior (Baker, 2007).
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1.4. RESPUESTA INMUNITARIA ASOCIADA A LAS NEMATODOSIS

A pesar de ser un grupo muy heterogéneo en cuanto a biologia y localizacién en el
hospedador, la mayoria de las helmintiasis inducen respuestas adaptativas similares,
caracterizadas por produccion de anticuerpos, con predominio del isotipo IgE y eosinofilia.
Normalmente estas respuestas son lentas y suelen acompafiarse de una repuesta con un gran
caracter T regulador (van Riet et al., 2007; Jackson et al., 2008; Solano-Parada, 2010).
Estudios anteriores han demostrado que la capacidad de expulsion de nematodos esta
mediada por la actividad de los linfocitos T cooperadores o “T helpers” (Th) CD4+ mediante la
secrecion de citoquinas que impulsan la produccién de anticuerpos (Vallance et al., 1999;
Tuner et al., 2013; Oliphant et al., 2014).

Los primeros estudios sobre la polarizacion de la respuesta inmunitaria frente a los
agentes infecciosos (Mosmann et al., 1986) expusieron el paradigma de que la respuesta
inmunitaria estaba mediada por dos posibles subpoblaciones de linfocitos T cooperadores,
Thl y Th2 segun los perfiles de las citoquinas implicadas, siendo las relacionadas con la
respuesta Thl, tales como IL-1 o IFN-y, efectivas frente a organismos intracelulares; y las
relacionadas con la respuesta Th2 (IL-4, IL-5 ellL-13) frente a patdgenos extracelulares.
Recientemente, otros tipos de respuesta Th han sido afiadidos al binomio inicial, tales como
Treg, Th9, TfH y Th17 (Figura 7).

APC

IL-21

Figura 7.- Esquema de vias de diferenciacion a partir de T cooperador
nativo (ThO) (Russ et al., 2013).

La respuesta inmunoldgica del hospedador tras la infeccién con nematodos, ha sido
asociada a la activacidn de los linfocitos Th2 al detectarse un aumento en la concentracion de IL-
4, IL-5 e IL-13 (Cooper et al., 1991; Faulker et al., 2002) y un aumento de mastocitos tisulares y
eosindfilos (Ottessen et al., 1985). Muchos de estos ensayos han demostrado dicha respuesta
Th2 con induccion de mastocitosis en la mucosa intestinal, asi como eosinofilia y aumento de IgE
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en suero (Else & Grencis 1991), por lo que la respuesta inmunitaria local puede tener un papel
importante en la expulsidn de los nematodos intestinales.

La expresion de la interleuquina IL-4 secundaria asociada a Th2 frente a Trichinella
spiralis ha demostrado su capacidad de eliminacién del pardsito (Pond et al.,, 1989; Kopf et al.,
1993). Ademds, como consecuencia de la activacion de la IL-9, aumenta la interleuquina IL-13 de
la cual se ha demostrado su capacidad de intervencién en el aumento del peristaltismo
intestinal, pudiendo colaborar en la expulsidn (Gronke & Diefenbach, 2016).

En el trabajo de Hepworth & Grencis (2009), se analizaron las variaciones en la
respuesta inmunitaria provocada por una infeccién experimental con Trichuris muris, en funcion
del género y la cepa de ratdn empleada. Segun este estudio, la resistencia que ofrecen a la
infeccion depende del género del hospedador, tanto en ratones normales, como en ratones
knock-out (KO), modificados por ingenieria genética, para IL-4 (Figura 8).

Resistant < IL-13+ NK heip > Susceptible
WT BALB/c IL-4KO BALB/c

L]
. DX5+
0o L6 0%,
© TNF-a q,°°°
o ©

059
(tatp2s) '™

Worm expulsion | Worm expulsion | Worm expulsion | Chronic infection
Day 18 p.i. =Day 18 p.i. Day 26-28 p.i. > Day 35 p.i.

Figura 8.- Variaciones en la respuesta inmunitaria dependiendo del género y la cepa de
ratén infectados con Trichuris muris (Hepworth & Grencis, 2009).

Los ratones Balb/c de la cepa salvaje (WT) hembra son altamente resistentes y
expulsan al parasito tras una respuesta Th2 rdpida y eficiente a los 18 dias post-infeccion,
mientras que los ratones machos exhibieron una expulsién retardada. Los ratones hembra IL-
4KO también son mds resistentes a T. muris que los machos, a pesar de los altos niveles de IFN-
Y, aunque la expulsién de los gusanos adultos se retrasa en comparaciéon con las hembras
normales. Esta expulsion tardia del nematodo se asocia tanto a las células T productoras de IL-
13 como a las células NK (Dx5+) y a una reduccién simultanea de los niveles de citoquinas pro-
inflamatorias el dia 28 post-infeccion.

Los ratones IL-4KO BALB/c macho son susceptibles a la infeccién por helmintos y
desarrollan infecciones crdnicas asociadas con altos niveles de IFN-y, IL-6 y TNF-a. Estos datos
sugieren una interaccién compleja entre el género del hospedador y el desarrollo de respuestas
inmunitarias en entornos normales o alterados.
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La respuesta Th2 no solo esta relacionada con la protecciéon sino también con la
regeneracién de los tejidos del hospedador por su relaciéon con los macréfagos activados por las
interleuquinas IL-4 e IL-13, los cuales producen factores que ayudan a la regeneracion celular.
Ademas, cabe destacar la funcidon de IL-5, cuya principal funcién es la activacion de los
eosindfilos, que contienen una proteasa basica en sus granulos que atacard el tegumento de los
helmintos de forma eficaz (Anthony et al., 2007).

La IL-13 desempefia una funcidon protectora clave en muchas infecciones por
helmintos, en particular, participa en la expulsion de los parasitos del intestino al provocar
contracciones peristalticas por mediacién de las células Tuft (Gronke & Diefenbach, 2016) que
expresan altos niveles de IL-25 (Figura 9). El estudio realizado por Fallon et al. (2006) con
Nocardia brasilensis indica la funcidon de la IL-25 en la induccidon de la expulsién del gusano,
incluso en ausencia de células T. Aunque normalmente se requieren células T para la expulsidon
de los gusanos, el tratamiento con IL-25 exdgena puede llegar sustituir a estas células. El
mecanismo de eliminacién del helminto es claramente dependiente de las citoquinas tipo 2. Las
funciones efectoras tipo 2 se observan tras la administracién de IL-25, incluyendo la inflamacién
y la produccién de moco.

S

Nippostrongylus
brasifiensis

s
@%g Goblet cell

Alterations of

Tuft and goblet cell Motch-signaling

hyperplasia

Figura 9.- Las células Tuft expresan altos niveles de IL-25 que modulan una respuesta Th2 con la liberacion de IL-13
que favorece la diferenciacion de células epiteliales progenitoras de células de Goblet y células Tuft
(Gronke & Diefenbach, 2016).

Aunque se ha demostrado que la funcidn de IL-4 en la eliminacién de los nematodos es
crucial, parece no ser la Unica responsable de la expulsién. Como ya se ha comentado
anteriormente, en los Ultimos afios se han descubierto nuevas células T cooperadoras (Th) que
han sido denominadas Th17, Th9, Th22, TfH (Crotty, 2011; Russ et al., 2013) y ThGM (Zhang et
al., 2013).

En células dendriticas se han propuesto tres posibles escenarios de diferenciacién a
Th2 en infecciones por helmintos. En el primer escenario (Figura 10A) el antigeno es presentado
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por las células dendriticas a células T CD4+ especificas. La baja avidez (fuerza de enlaces) en las
interacciones entre las células T CD4+ y las células dendriticas da como resultado una respuesta
Th2; en cambio una alta avidez en la interaccién, desvia la respuesta a Thl o Th17. El segundo
modelo propone que las células dendriticas condicionadas por las citoquinas o por la respuesta
innata inducidas por el pardsito, o bien condicionadas directamente por los productos de
excrecion/secrecion del parasito, adquieren la habilidad de polarizar la respuesta a Th2. (Figura
10B). Las respuestas Thl o Th17 serian iniciadas por las células dendriticas condicionadas por
otras respuestas innatas. Por ultimo, en el tercer modelo propuesto (Figura 10C) un subconjunto
de células dendriticas especificas, capaz de captar material del parasito, es programado para
generar una respuesta inmune Th2, mientras que la activacién de otras respuestas requiere
otras subpoblaciones de células dendriticas.
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Figura 10.- Proposicion de tres posibles escenarios de la diferenciacion de Th2
inducida por antigenos de helmintos, presentados por células
dendriticas (Bouchery et al., 2014).

Si centramos nuestra atencién en la respuesta denominada Th17, la diferenciacién de
los linfocitos a Th17 estda mediada por citoquinas tales como TGF-B, IL-1B, IL-6, IL-21 e IL-23
(Korn et al., 2009; Sutton et al., 2009; Hirahara et al., 2010). Asimismo, este grupo de células T
cooperadoras son capaces de secretar IL-17, IL-21 e IL-22, interleuquinas con propiedades pro-
inflamatorias.

Th17 se identificd en 2005 como un subconjunto de células distinto de las resultantes
de la diferenciacién a Th1/Th2 por Harrington y colaboradores, en un estudio basado en la
produccién celular de IL-17 en ausencia de IFN-y o IL-4. Estas células se consideran pro-
inflamatorias, ya que expresan altos niveles de IL-17, asi como IL-22, bajo el control del factor de
transcripcién RORyt. Las combinaciones de IL-23, TGF-B, IL-6 e IL-21 dirigen la diferenciacién de
las células T CD4+ nativas a células Th17 (Quintaja et al., 2008).

El papel de Th1l7 en la infeccidon por helmintos se ha estudiado principalmente en
modelos experimentales con el trematodo Schistosoma mansoni (Philips et al., 1978; Mathew et
al., 1986) y en Angiostrongylus costaricensis donde la respuesta inmunitaria en mucosas donde
se induce la respuesta inmunitaria debido a la localizacién de los huevos. Por otro lado, en el
modelo de Echinostoma caproni, se ha descrito que este parasito establece una infeccion
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crénica en ratones mientras que en ratas se establece una infeccién aguda, ya que son capaces
de expulsar los helmintos tras 4 semanas de infeccién. En ratas, las citoquinas IL-17, IL-23 y TGF-
B de la familia Th17 fueron reguladas positivamente, pero no en ratones, lo que sugiere que la
activacion de la respuesta Th1l7 puede tener efectos protectores en este modelo a nivel
sistémico (Sotillo et al., 2011).

Hasta la fecha, sélo unos pocos estudios han intentado abordar el papel de la
respuesta denominada Th22 y la interleuquina IL-22 en el contexto de la infeccidn por
helmintos. La IL-22 esta regulada positivamente en la mucosa intestinal en humanos después de
la infeccidn por Trichuris trichuria o Necator americanus (Broadhurst et al.,, 2010, Gaze et al.,
2012; McSorley et al., 2012). Mientras que la infeccién por helmintos induce claramente la IL-22,
hasta ahora no se ha demostrado ningun papel para la respuesta Th22 ni en la proteccién, ni en
la patologia inmunitaria. De hecho, los ratones deficientes en IL-22 infectados con Schistosoma
mansoni no presentaron respuestas inmunitarias significativamente modificadas en
comparaciéon con los controles de tipo salvaje, tampoco la ausencia de IL-22 modifico el
establecimiento del parasito o el desarrollo de la patologia (Wilson et al., 2010). Pero en
ensayos realizados por Turner et al. 2012 se demostré como la produccién de IL-22 producida
por las células Thl7, interviene en funciones epiteliales fundamentales para la expulsion del
parasito, en este caso Trichuris muris, como la produccion de mucinas y de péptidos
antimicrobianos procedentes de las células caliciformes.

La interleuquina 9 (IL-9) se asocié originalmente con la respuesta tipo Th2, en estudios
que describian que la expresidon de IL-9 por las células T CD4+ era alta en ratones BALB/c
susceptibles a ser infectados con Leishmania major (Gessner et al., 1993). La implicacion de la IL-
9 en la inmunidad protectora del hospedador contra la infeccién intestinal por nematodos fue
confirmada unos pocos afios después (Faulkner et al., 1997, 1998). Trabajos recientes han
demostrado que la expresién de IL-9 proviene de otro subtipo Th, llamado Th9. Sin embargo,
también se ha demostrado que las células Th17 y Treg también son productoras de una cantidad
detectable de IL-9 (Staudt et al., 2010). El estado de Th9 como un subconjunto Th se ha
fortalecido aun mas tras el descubrimiento de que IL-4 y TGF-B facilitan la diferenciacién a Th9
(Veldhoen et al., 2008). Es importante sefialar que, aunque Th9 se considera un subconjunto
distinto, su proximidad a las células Th2 se refuerza tanto por la demostracion de que IL-4 es
necesaria para diferenciar las células ThO en Th9, como por la observacion de la interconversion
de Th2 en Th9 en presencia de TGF-B (Veldhoen et al., 2008).

El papel de la IL-9 en la infeccidon por helmintos ha sido estudiado en dos trabajos
consecutivos que muestran que los ratones C57BL/6 transgénicos que sobreexpresaban IL-9
infectados con Trichuris muris o Trichinella spiralis tuvieron una respuesta Th2 aumentada y una
expulsién mas rapida del parasito desde el intestino, sin que hubiese deteccién de anticuerpos
en suero (Faulkner et al., 1997, 1998). En estos estudios, el aumento del nimero de mastocitos
y de eosindfilos se correlaciond con el aumento de los niveles de IL-9 y un aumento de la
contractilidad del musculo del yeyuno. Sin embargo, estudios adicionales mostraron que los
ratones vacunados con el complejo IL-9-OVA (IL-9 acompafiado de ovoalbimina) reclutaron un
numero similar de mastocitos y eosindfilos en el intestino de ratones infectados con T. muris,
aunque el tratamiento inhibié la expulsién del parasito (Richard et al., 2000). Por el contrario, la
vacunacion con el complejo IL-9-OVA facilitd la expulsion de T. spiralis, lo que ilustra que a pesar
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de la asociacion general de inmunidad tipo 2 con helmintos, la efectividad de cada subtipo se
ajusta a las especies parasitas involucradas (Khan et al., 2003).

Mas recientemente, se ha demostrado que la IL-9 es producida por células T durante la
infeccidon por N. brasiliensis (Licona-Limén et al., 2013; Turner et al., 2013). La transferencia
adoptiva de células Th9 demuestra ser suficiente como para mediar en la expulsidon de los
helmintos (Licona-Limén et al., 2013). Sin embargo, la alta variabilidad experimental y los
tiempos estudiados indican que se necesita mas trabajo para determinar el papel de IL-9 (Turner
et al.,, 2013).

Teniendo en cuenta que todos los subconjuntos de T cooperadores conocidos hasta la
fecha se han observado durante las infecciones por helmintos, y que estos diferentes
subconjuntos contribuyen de diversas maneras a la proteccién, cicatrizacion, susceptibilidad o
inmunopatologia, se ha propuesto que la respuesta inmunitaria frente a los helmintos se puede
resumir como un mapa 2D que condensa lo que es sabido sobre las contribuciones directas de
los subconjuntos y su regulacién cruzada el uno del otro. El mapa 2D esta definido por un eje
horizontal de susceptibilidad-cronicidad/proteccién y un eje vertical de patologia/control de
dafios (Figura 11). Este modelo demuestra una mejor comprension de las respuestas
inmunitarias equilibradas durante la infeccidn por helmintos.
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Figura 11.- Evolucidon de los Th ante una infeccién por helmintos y su relacién con la
evolucion de la infeccién y los dafios en el hospedador (Bouchery et al.,
2014).

Para una respuesta dptima contra un helminto, el hospedador ha de reaccionar
incrementando la respuesta Th2/Th9 y con una respuesta de T reguladores baja y una respuesta
Th1/Th17 casi inexistente. El brazo Th2 de la respuesta inmunitaria protege contra helmintos
mediante la liberacidn de interleuquinas, eosindfilos, mastocitos y basdfilos, todos ellos
involucrados en la expulsion del parasito, o mediante la activacién de macrofagos. La respuesta
Th9 protege al aumentar la hiperplasia de las células secretoras de moco y la contractilidad
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muscular en el intestino. La patologia inducida por Thl7 es principalmente mediada por
neutrdéfilos y macréfagos inflamatorios. Por el contrario, la activacion de la respuesta mediada
por Tregs induce el desarrollo de macréfagos reguladores, que controlan la patologia
(Papadakis, 2004; Bouchery et al., 2014).

1.5.  MECANISMOS DE EVASION INMUNITARIA

Los nematodos intestinales son capaces de modular o evadir la respuesta
inmunitaria del hospedador al que parasitan para evitar su expulsién, garantizar su
supervivencia y continuar el ciclo de vida. Actualmente, se relaciona el aumento de
enfermedades autoinmunes y el desarrollo de alergias en paises desarrollados, con el descenso
de infecciones por microorganismos y algunos nematodos. Esto es debido a la modulacidon de la
infeccidon por parasitos, desde una respuesta Thl primaria a una respuesta Th9 (Papadakis,
2004).

Los nematodos modulan la respuesta inmunitaria del hospedador llegando a vivir
en él durante largos periodos de tiempo, como es el caso de Necator americanus capaz de
sobrevivir entre 15-17 afos (Timothy et al, 1993) u Onchocerca volvulus que se mantiene
en el hospedador hasta 18 afios (Roberts et al., 1967; Plaisier, 1991).

Los mecanismos de evasion del sistema inmunitario que a dia de hoy se conocen se
pueden resumir en:

e [Enzimas antioxidantes: estas enzimas se encuentran en los nematodos en
concentraciones mayores que en los hospedadores, por lo que podrian
utilizarlas para protegerse de los radicales libres provocados por la respuesta
inmunitaria del hospedador (Callahan et al, 1998). La enzima que se ha
descrito en cantidades mas elevadas en helmintos ha sido la superéxido
dismutasa (Rhoads et al., 1983; Sanchez-Moreno et al., 1994, 1996). También
se han encontrado estas enzimas en los productos de excrecidén/secrecién de
Echinostoma caproni (Cortés et al., 2017) y en Fasciola hepadtica, tras el dafo
hepdtico, se ve un aumento de dichos enzimas en higado para reparar el
dafio oxidativo (Kolodziejczyk et al., 2005).

e Recolocacion en los tejidos: una separacion del tejido y posterior recolocacion
del pardsito en un nuevo sitio puede ser una buena solucién, al menos
temporal, para evitar la respuesta inmunitaria local del hospedador (Timothy
etal., 1993).

e Mimetismo molecular: el parasito puede sufrir una evolucién paralela con el
hospedador, creando una similitud antigénica entre los dos que haria que la
respuesta del hospedador fuese menor y se pudiese llegar a la cronicidad.
Una muestra de ello es el caso estudiado por Lillywhite et al. (1995) donde se
describe que Trichuris muris es capaz de secretar una molécula de 47kDa
similar al INF-y, capaz de cronificar la infecciéon al desviar la respuesta
inmunitaria correcta por parte del hospedador.
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e Inmunomodulacion: los productos de excrecidn/secrecion del parasito
pueden modular la respuesta del hospedador para ejercer una respuesta
protectora, como en el caso de Ascaris que libera proteinas capaces de
detener las respuestas Thly Th2 (Faguim-Mauro & Macedo, 1998); y no sélo
podran suprimir respuestas, sino también activar a las células T reguladoras,
gue permitirian el equilibrio entre pardsito y hospedador. Mas
recientemente, se ha estudiado el papel en la comunicacién parasito-
hospedador de los productos de excrecidon/secrecion y de las vesiculas
extracelulares que contienen proteinas con demostrado caracter
inmunomodulador (Marcilla et al., 2012; Trelis et al., 2016).

Por tanto, es importante conocer los mecanismos de supervivencia de los
nematodos, con el objeto de definir nuevas dianas terapéuticas para tratamiento o prevencion.
En el marco de la profilaxis, las vacunas mds comunes, se basan en la resistencia natural del
hospedador ante la infeccién, exponiendo al hospedador a un reconocimiento de los
antigenos mds inmundgenos del pardsito y consiguiendo una respuesta secundaria ante la
parasitacion, si ésta tuviese lugar. Este mecanismo ha sido continuamente utilizado, pero hay
que resaltar que, en el caso de los nematodos, esta inmunidad adquirida es débil y hasta la
fecha, en el hospedador no se alcanzan los valores de inmunidad deseados. Se sabe que
los nematodos consiguen establecerse de forma crdnica en el hospedador, pero el mecanismo
por el cual lo consiguen es todavia incierto (Timothy et al., 1993).

1.6. TRATAMIENTO DE LAS INFECCIONES POR NEMATODOS

Hasta el momento el método de control de las nematodosis mas utilizado en
ganaderia ha sido el tratamiento farmacoldgico antihelmintico, consistente en los denominados
“tratamientos estratégicos”. En ganaderia, dada la alta prevalencia de parasitacién, los farmacos
se emplean en el momento previo a la eliminacién de huevos (periodo prepatente), para asi
evitar la contaminacion de los pastos o bien, un mes antes del sacrificio del ganado. Asimismo,
se tratan las hembras gestantes previamente al parto, para evitar el aumento de la transmision
gue ocurre durante el mismo (Angulo-Cubillan, 2005).

Los farmacos disponibles comercialmente pertenecen a los cinco grupos o familias
siguientes:

e imidazotiazoles (levamisol y tetramisol);

e tetrahidropirimidinas (morantel y pirantel);

e benzimidazoles (tiabendazol, fenbendazol, albendazol, oxfendazol,
parbendazol, cambendazol, mebendazol, flubendazol, luxabendazol,
triclabendazol) y probenzimidazoles (thiofanato, febantel y netobimin);

e salicilanilidas (oxiclosanida, rafoxanide, closantel y niclosanida);

e avermectinas (abamectina, doramectina y moxidectina).
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Estos tratamientos antihelminticos tienen inconvenientes, tanto en su administracion
como en sus efectos a posteriori. Debido al bajo coste de estos medicamentos, su venta y
administracién es masiva, sin rotacién en los principios activos disponibles, lo cual desemboca
en un uso incontrolado, sin diagndstico previo, ni posterior, a menudo con sobredosificacién y
con el consiguiente desarrollo de poblaciones parasitarias resistentes, contaminacion del
ambiente y presencia de residuos en carnes y leche.

Los antiparasitarios solamente mejoran la produccién de carne cuando la disminucidn
en la ganancia de peso se debe a cargas parasitarias elevadas de especies patdgenas
susceptibles al farmaco utilizado, combinados con un nivel alimentario adecuado (Angulo—
Cubillan, 2005; Caracostantogolo et al., 2005).

El gran problema de los antihelminticos y al que hay que prestar una mayor atencion
es la creacién de resistencias. La resistencia es la capacidad heredable de una poblacion
parasitaria de reducir la sensibilidad a una o mas sustancias farmacoldgicas. Esta reduccién se
transformard en un aumento del nimero de individuos de una misma poblacidn que seran
capaces de tolerar la dosis al farmaco que para la mayoria de los individuos de su misma especie
seria letal. La resistencia no debe de ser confundida con la tolerancia. Esta ultima es la falta de
respuesta innata de una poblacién a una molécula (Conder et al., 1995).

Esta resistencia a los antihelminticos estd mas extendida en los nematodos del ganado
bovino que en el ovino en la mayoria en paises, como Nueva Zelanda, Reino Unido y Argentina.
La creciente resistencia a antihelminticos, se da de forma mas rapida en regiones tales como
Australia, Nueva Zelanda, Sudafrica y Sudamérica, cuyas condiciones climaticas y sistemas de
pastoreo son mas propensos a las reinfecciones continuadas, a la adquisicion de altas cargas
parasitarias y en las que los programas antihelminticos se basan en la utilizacién de estos
farmacos como Unico recurso.

La mayoria de los antihelminticos utilizados pertenecen al grupo de los
imidazotiazoles y benzimidazoles, los cuales debido a sus mecanismos de accién disminuyen
rapidamente su concentracion plasmatica, dando poca oportunidad de tomar ventaja a los
pardsitos que presentan genes de resistencia sobre los susceptibles (Nari, 1987). Sin embargo,
en el grupo de los bovinos se han visto desarrolladas resistencias a los benzimidazoles, en
regimenes de desparasitaciones de 12 tratamientos al afio (Sangster, 1999).

Un estudio en ovinos demostrd que los animales hacinados tenian un 90% mas de
posibilidades de presentar resistencia, frente al 30-40% que tenian aquellos animales que no
vivian en estas condiciones, ademds se demostrd que la resistencia en estos Ultimos avanzaba
de forma mucho mas lenta (Martin, 1985). A todo hay que sumar que en las Ultimas décadas no
se han introducido nuevos farmacos en el mercado, salvo en el caso de los amino-acetonitrilos,
de amplio espectro contra nematodos gastrointestinales, pero que no aportan ninguna novedad
importante respecto a los existentes.

Dados estos inconvenientes, son cada vez mas frecuentes los estudios para el disefio
de alternativas a la utilizacidon de farmacos antihelminticos. Una de ellas es el control biolégico,
basado en procedimientos de mejora de los pastos, y que estan orientados a reducir el nivel de
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larvas infectantes y otros, como la utilizacién de hongos (Duddingtomia flagrans) depredadores
de larvas de Haemonchus y Cooperia (Caracostantogolo et al., 2005; Mendoza et al., 2005).

1.7. DESARROLLO DE VACUNAS FRENTE A NEMATODOS

Una buena opcidn para el control de las helmintiasis es la prevencién mediante el uso
de vacunas, que constituyen el medio mas deseado para combatir las infecciones del ganado
(Marquez, 2003).

La vacunacién contra helmintos parasitos representa una alternativa prometedora al
tratamiento con antihelminticos (Bergquiste & Lustigman, 2010). En teoria, podrian ser
utilizadas varios tipos de vacunas: organismos vivos atenuados, organismos muertos, antigenos
nativos en diferente grado de pureza y las constituidas por antigenos recombinantes junto a las
vacunas de DNA. Hasta el momento las vacunas que han sido comercializadas son para el
ganado vacuno, Huskvac® (Intervet) y BovilisDictol® (Schering Plough Animal Health), contra
Dictyocaulus viviparus, un parasito altamente nocivo para el ganado. Ambas utilizan una
suspension acuosa de larvas L3 de D. viviparus atenuadas por radiacion. Sin embargo, el uso de
larvas es cada vez mds reducido debido a las complicaciones logisticas derivadas del manejo de
material bioldgico vivo, su traslado e indudablemente su obtencién (Bethony et al., 2006).

El uso de proteinas nativas o recombinantes para la creacién de vacunas puede ser una
via de produccidon mas fiable. En el caso de los nematodos la obtencion de proteinas nativas
puede ser mas complicada debido, por una parte, al problema para conseguir dosis suficientes
de dichas proteinas como consecuencia de la dificultad de mantener los ciclos biolégicos y
por otra, a la obtencién de la formula comercializada estable. Por estas razones, el
desarrollo y comercializacion de este tipo de vacunas podria depender del uso de proteinas
recombinantes (Smith, 1996).

Las vacunas de este ultimo tipo que se han diseflado frente a nematodos
intestinales se han dividido en dos clases, una de ellas es la de antigenos ocultos o
encubiertos, que no estan expuestos directamente al sistema inmunitario del hospedador; y
la otra clase es la constituida por los antigenos presentes bien en los productos de
excrecion/secrecion, o bien los antigenos superficiales de parasito.

Los antigenos ocultos son muy efectivos en nematodos que se alimentan de
sangre como Haemonchus contortus, debido al contacto directo del parasito con las células
inmunoldgicas del hospedador. Con el otro tipo de antigenos cabe esperar una respuesta
similar, ademds de activar la respuesta inmunitaria primaria en el hospedador (Newton et
al., 1999). En el primer caso, se ha descrito una aminopeptidasa recombinante de H. contortus,
la llamada H11, una glicoproteina de membrana de 110 kDa purificada de parasitos adultos
de H. contortus, induce un alto nivel de anticuerpos, llegando a una reduccidn en el 90% de
huevos en heces y 75% menos de carga parasitaria. Utilizando esta proteina como vacuna se
han obtenido datos de proteccion elevados tanto en ovejas como en corderos (Newton et al.,
1999).
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Utilizando antigenos de bajo peso molecular (15 y 24 kDa) obtenidos a partir de los
productos de excrecidn/secrecidon de larvas L4 y adultos de H. contortus, se ha descrito una
funcién protectora tras la segunda infeccién comparado con el nivel de anticuerpos de la
primera infeccidn (Schallig et al., 1994). Cuando estos antigenos fueron utilizados en ovejas de
3, 6 y 9 meses, se vio una respuesta humoral a los 6 y 9 meses, pudiéndose hablar de un 77% y
un 82% de descenso de la carga parasitaria, respectivamente. Esta respuesta inmunoldgica fue
correlacionada con altos niveles de IgG, IgA e IgE y con presencia de mastocitos tisulares
(Vervelde et al., 2001).

Muchos ensayos utilizando antigenos recombinantes han fracasado. Una de las
causas mas comunes podria ser la ausencia o diferencias en la glicosilacion y conformacion
de la proteina recombinante en relaciéon con la proteina nativa (Bassetto et al, 2015). Sin
embargo, otros ensayos utilizando mezclas mas complejas de moléculas recombinantes han
conseguido cierta proteccion, como es el caso de Teladorsagia circumcincta, el principal
patégeno que causa gastroenteritis parasitaria en pequefios rumiantes en regiones templadas
(Nisbet et al.,, 2013). Para la vacunacién de ovejas contra este parasito, en este trabajo, se
utilizé una vacuna que constaba de una mezcla de 8 moléculas recombinantes, y que fue
administrada en tres inmunizaciones seriadas, consiguiéndose una reduccién del nimero
de huevos eliminados del 70% y del 58% y un descenso en la carga parasitaria del 75% y del
56% en dos ensayos que se diferenciaron en cuanto a los tiempos de inmunizacién y de
infeccion y de la edad del hospedador vacunado. Aunque no se observa una proteccién del
100%, este ensayo podria ser exitoso, ya que datos que oscilen entre un 60-80% de proteccion
en rumiantes podrian darse como validos cuando estén dentro de los dos primeros meses
de la infeccién, ya que es el momento en el que el pardsito excreta mayor cantidad de
huevos al medio y hay mas posibilidades de reinfeccidn (Geldhof et al., 2002; Solano-Parada
etal., 2010).

Otro estudio se basd en el empleo de la proteina recombinante de Ascaris spp. Asl6
(Tsuji et al., 2003), un antigeno inmunogénico de bajo peso molecular expresado por las
especies parasitarias de humanos y cerdos. Se realizé una inmunizacidn intranasal en cerdos
utilizdndose como coadyuvante la toxina colérica (TC). Esta vacunacién redujo en un 38% la
migracion de larvas de A. suum a los pulmones. Esta proteina ha sido localizada por
inmunofluorescencia en el tracto digestivo de los estadios larvarios L2, lo que sugiere que la
respuesta del hospedador para protegerse de la infeccién pasa por inhibir las funciones del
tejido intestinal de Ascaris spp.

Strube y colaboradores (2015) estudiaron el efecto protector del antigeno
recombinante paramiosina (RPMY) de Dictyocaulus viviparus comparando su efecto con el
de la vacuna ya comercializada Bovilis©Dictol. Aunque los datos de proteccion no fueron
mejores, si se obtuvo informacién relevante que en un futuro podria ayudar a mejorar la
vacuna existente, como es el uso de diferentes adyuvantes o la combinacion de varias
proteinas antigénicas. En este caso, una proteina de 100 kDa se inoculé en dos ensayos
diferentes a bovinos de 6 meses de edad por via intramuscular en 3 inmunizaciones seriadas de
21 dias, el adyuvante utilizado fue QuilA. La respuesta inmunoldgica que se obtuvo en los
animales vacunados fue un aumento de IgG e IgA local, lo cual podria ser responsable de una
expulsién del parasito por accion de la respuesta local de la mucosa intestinal.
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En el caso de vacunas de DNA frente a helmintos, hasta el momento el nivel de
proteccién que se ha conseguido es muy bajo. Hay que destacar algunos ensayos como los
realizados por Espino et al. (2005) frente a Fasciola hepatica en el que la secuencia utilizada
tuvo baja inmunogenicidad y el de Zhu et al. (2006) frente a Schistosoma japonicum con un
descenso del 48,3% de vermes adultos en cerdos. Cabe resaltar la vacuna de DNA frente a T.
spiralis del grupo Liu et al. (2015) que consiguieron una reduccién del 73,2% de parasitos
adultos.

1.7.1. Adyuvantes

Los adyuvantes son compuestos que incrementan la respuesta inmunitaria frente al
antigeno inoculado. La primera descripcion tuvo lugar hacia 1920 cuando se observé que los
caballos que desarrollaban abscesos en la zona de inyeccion de la vacuna de la toxina diftérica
tenian un nivel de inmunidad mas alto que aquellos animales que no los poseian (Ramon, 1924),
y se demostrd posteriormente, que los abscesos generados por la inyeccidon de sustancias
extrafias inyectadas junto al toxoide aumentaban la proteccion. Ya en 1926, Glenny y
colaboradores descubrieron que la asociacidon de sales aluminicas a las vacunas tenia un efecto
potenciador de éstas. Los estudios sobre los adyuvantes en la toxina diftérica prosiguieron con
Freund (1937), Greenberg & Fleming (1947) y Stuart-Harris (1969).

En la actualidad se han descrito cientos de compuestos, que pueden ser naturales o
sintéticos, que potencian la respuesta inmunitaria mediada por anticuerpos (Espino et al., 2005).
Para elegir un adyuvante es necesario conocer el tipo de antigeno, la especie a vacunar, la via de
administracién y la posibilidad de efectos adversos debidos a la vacunacién. Las reacciones
adversas que pueden desarrollarse debido a los adyuvantes pueden ser locales, como
inflamacidn local, necrosis en el sitio de la inoculacidn, formacién de abscesos, linfoadenopatias
en la zona de inoculacidn, o bien sistémicas incluyendo nauseas, fiebre, anafilaxis o
inmunotoxicidad entre otros (Allison et al, 1991). Un adyuvante ideal debe ser estable,
biodegradable, no causar reaccién inmunoldgica y a su vez potenciar el efecto de la molécula a
la que va unido en el sistema inmunitario del hospedador (Mohan et al., 2013).

Hay diferentes tipos de adyuvantes que se pueden clasificar segiin su modo de accidn,
de su naturaleza quimica o de su origen. Entre los adyuvantes inorganicos, podemos destacar las
sales de aluminio o los hidréoxidos de aluminio. Han sido muy utilizadas en vacunas para uso
humano y animal, ya que son los Unicos adyuvantes aprobados para su uso clinico. Estas sales
han sido empleadas en vacunas contra tétanos, difteria y poliomielitis en humanos, y contra
virus y bacterias, asi como en vacunas antiparasitarias, en veterinaria. El inconveniente de estos
adyuvantes es que, aunque son buenos potenciadores de la inmunidad humoral, son malos
inductores de la inmunidad celular (Schrimbeck et al., 1994; Jennings et al., 1995; Neutra et al.,
1996).

El fosfato de calcio también ha sido muy utilizado y se encuentra en la vacuna de
difteria-tétanos-pertusis (Gupta & Siber, 1995). Aunque tiene propiedades similares al aluminio
tiene algunas ventajas sobre este, ya que es bien tolerado por el cuerpo por formar parte de él,
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permite una liberacion lenta de antigenos e incrementa los niveles de IgG sin afectar a los
niveles de IgE (Relyveld et al., 1986).

Otro tipo de adyuvantes son las emulsiones, entre las mdas destacadas estan las
soluciones acuosas del antigeno en aceites minerales o vegetales. Destacan por una liberacidon
del antigeno lenta y por la estimulacién de las células B, que contribuyen a la produccion de
anticuerpos. Como en el caso anterior, no estdn exentas de producir efectos adversos, como
reacciones inflamatorias o Ulceras en el lugar de la inoculacion (Martinez-Fernandez et al.,
2004).

También pueden usarse como adyuvantes, los tensioactivos que derivan directamente
de las saponinas de origen vegetal (Morein et al., 1984). Entre sus propiedades fisico-quimicas
se incluye la propiedad de saponificacion, y especialmente su capacidad de estimular el sistema
inmunitario. Entre ellos cabe destacar el compuesto inmunopotenciador Quil-A (Marty et al.,
2016) obtenido del arbol Quillaja saponaria. Las saponinas destacan por su efecto sobre la
activacion de la respuesta mediada tanto por linfocitos T-dependientes como T-independientes
y estimulan la respuesta Thl, asi como a los linfocitos T citotdxicos. Ademas, potencian las
vacunas administradas a través de las mucosas (Kauffmann et al., 2004).

Otro grupo, es el constituido por los adyuvantes derivados de microorganismos,
adyuvantes basados en endotoxinas, como el caso de los lipopolisacaridos (LPS) de la pared
bacteriana de las bacterias gram-negativas o el peptidoglicano, dos sustancias capaces de
aumentar la respuesta inmunitaria (Barton et al., 2002). El adyuvante LPS, fue descubierto en
1956 por Johnson y su equipo en la superficie de las bacterias gram-negativas y su mayor
componente estructural es el lipido A. Para que se conserve la actividad de adyuvante, pero
disminuya su toxicidad, se mantiene en pH acido al cual se hidroliza dando lugar al monofosforil-
lipido A (Kolanowski et al., 2016).

Como muestra de adyuvantes derivados de sistemas particulados de liberacidon de
antigenos destacaremos:

e Liposomas: esferas sintéticas formadas por bicapas lipidicas que encapsulan
el antigeno, lo que hace que actlen tanto como sistema de liberacion
antigénico, como de adyuvante. La eficacia depende de varios factores tales
como el numero de capas, vesiculas multilaminares (MLV) o unilaminares
(ULV) (Shek et al., 1983); la composicién y método de preparacién (Allison et
al., 1974; Heat et al.,, 1976; Bozzuto et al., 2015) y la carga eléctrica. El
fendmeno “co-delivery”, en el que se basa el uso de liposomas como método
de inmunizacién, potencia tanto la respuesta humoral como la celular, para
antigenos de naturaleza proteica y polisacarida (Bozzuto et al., 2015; Wang et
al., 2016). La vida media de los antigenos encapsulados en liposomas en
sangre es muy larga, lo que asegura una exposicion mayor a las células
presentadoras de antigeno (APC). El inconveniente de los liposomas es su
estabilidad, manufactura y la calidad de los componentes, lo que por el
momento los hace inviables en vacunacién a humanos.
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e |ISCOM: son microparticulas coloidales formadas por la saponina Quil-A,
fosfolipidos, colesterol y el antigeno seleccionado (Morein et al., 1984). La
unién de estos compuestos se establece mediante interacciones
hidrofébicas, creando unos anillos constituidos por la unién de un
tensioactivo y el colesterol. Una de las habilidades de estos complejos es la
facilitacion de la entrada del antigeno al citoplasma celular de las células
dendriticas (APC), activando las CD4+, mientras que la presentacion
antigénica de las CD8+ ocurre directamente (Beacock-Sharp et al., 2003). Los
antigenos hidrofdbicos se unen a estos complejos si se inoculan en ISCOM
vacios (Bigaeva et al., 2016).

e Lipopéptidos: biomoléculas formadas al afadir restos lipidicos a un péptido
sintético o recombinante (Benmohamed et al., 1997). El auge del uso de
lipopéptidos como vacuna vino tras el trabajo de Schildt et al. (1991) donde
encontraron que los antigenos del virus de la gripe (influenza) eran mas
efectivos como vacuna en forma de lipopéptido que los péptidos en solitario,
dando una respuesta T citotdxica. Esto se cree que puede ser debido a que el
lipopéptido puede interactuar con diferentes tipos de APC (Benmohamed et
al., 2010). Tienen ademds ventajas tales como la facilidad de purificacion, el
aumento del tamafio del péptido, la facilidad de formulacién del lipido, y
también la capacidad para formar micelas o agregaciones que pueden
proteger los epitopos mas importantes del péptido. El trabajo mas reciente
en el cual se ha empleado de forma efectiva la combinacién de acido oleico,
unido mediante enlace covalente, con una proteina recombinante para el
tratamiento de Trichuris muris es el de Goémez-Samblas y colaboradores
(2017).

1.7.2. Vias de inoculacién para la administracion de vacunas

La via de administracion es uno de los factores mas relevantes para el disefio y
desarrollo de vacunas. Las dos vias mas usuales son la intramuscular y la subcutanea. Sin
embargo, en los ultimos afios se han desarrollado vacunas para su inoculacién a través de
mucosas, que ofrecen ventajas tales como la facilidad de administracion, reducciéon de
efectos adversos y una activaciéon local del sistema inmunitario (Neutra et al., 1996).

La inmunidad de mucosas, ruta de entrada de la mayor parte de los patégenos que
afectan a un individuo, estd mediada por la secrecion de anticuerpos IgA locales y su
asociaciéon con un aumento de la produccion de moco y contractilidad muscular, con lo que
se neutraliza a los agentes infecciosos y se evita la colonizacion de la mucosa epitelial (tracto
respiratorio o digestivo). La gran mayoria de las vacunas existentes que emplean la via de la
mucosa estan formadas por organismos vivos atenuados, aunque existen diversos estudios
con antigenos solubles.
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Otras vias de inmunizacién son la oral, muy usual en vacunas con organismos
vivos, que permite una rapidez mayor en la vacunacién. La via aerdgena se utiliza para
vacunas viricas o bacterianas vivas en aves y porcinos. La via parenteral, sobre todo para
administrar antigenos atenuados y que, a diferencia de las anteriores, aunque causa mas
molestias en animales se consigue una administracion mas especifica para cada animal,
destacando las vias subcutanea e intramuscular. Y, por ultimo, la via tdpica, en mucosa nasal
o conjuntiva ocular.

1.8. PROTEINAS DE NEMATODOS CANDIDATAS PARA VACUNACION

El descubrimiento de una vacuna contra los helmintos pardsitos que afectan tanto a
los animales domésticos como a los humanos, constituye un gran desafio para los
investigadores. Algunas revisiones publicadas recientemente sobre este tema describen los
antigenos y adyuvantes utilizados, su efectividad y su forma de administracion.

En muchos casos, las diferentes proteinas diana seleccionadas para combatir a los
nematodos son aquellas que son vitales para su supervivencia o bien para su desarrollo. Por
ejemplo, las catepsinas Ky Z estan involucradas en el cambio de estadio de Onchocerca volvulus
(Lustgiman et al., 2004). Aboobaker et al. (2003) identificaron la RNA polimerasa Il y la B-
Tubulina como proteinas diana contra Brugia malayi.

Existen diversos estudios que describen la efectividad de una proteina serina/treonina
fosfatasa como vacuna frente a nematodos. Hu y colaboradores en 2007, identificaron el gen
gue codifica esta fosfatasa en Trichostrongylus vitrinus y midieron la expresién de dicha proteina
en diferentes estadios del ciclo, determinando que sdlo se daba en adultos macho, lo cual marca
esta proteina como esencial en la espermatogénesis. Esta serina/treonina fosfatasa es una
enzima involucrada en muchos procesos celulares, especialmente en embriogénesis y
diferenciacidn.

En 2010, Solano-Parada et al. realizaron un rastreo inmunoldgico utilizando suero de
pacientes diagnosticados con angiostrongiloidosis abdominal contra una libreria de cDNA de
vermes adultos de Angiostrongylus costaricensis. |dentificaron una proteina que poseia una alta
homologia con 2 dominios pertenecientes a la subunidad catalitica de la familia
“serine/threonine phophatase 2A” (PP2A). Su andlisis mostré una alta identidad con secuencias
de otros nematodos (67% de similitud con Caenorhabditis elegans). Tras el analisis
inmunogénico de la secuencia de esta proteina, se inmunizaron ratones demostrandose que el
inmunosuero era capaz de reconocer la proteina nativa y ademas no habia reacciones cruzadas.
Con estos datos Solano-Parada et al. (2010) estudiaron la efectividad de una vacuna, utilizando
un péptido recombinante, correspondiente a la subunidad catalitica de la serina/treonina
fosfatasa 2A (PP2Ar) contra el parasito A. costaricensis. Los resultados mostraron que la
vacunacion con PP2Ar puede constituir un método util de inmunizacién al proporcionar una
respuesta inmunitaria protectora frente A. costaricensis.
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Posteriormente se han realizado diferentes ensayos de inmunoproteccidon con esta
proteina, como el caso de los estudios de Fawzi et al. (2013) y Gdmez-Samblas et al. (2017), en
los que dicha proteina ha mostrado buenos resultados en su utilizacién como tratamiento frente
a diferentes nematodos que compartian homologia. Por tanto, esta proteina fosfatasa puede
constituir un antigeno atil de inmunizacién frente a nematodos.

La fosforilacion reversible de proteinas es un mecanismo fundamental para
numerosos procesos celulares (Hunter et al., 1999; Andersen et al., 2004), y se regula por
medio de quinasas y fosfatasas. Hay tres tipos de proteinas fosfatasas: “Proteinas
Serina/Treonina fosfatasas” (PSTPasas), ubicadas en el citoplasma y relacionadas con la
transduccion de sefiales (Barford et al., 1998); “Proteinas Tirosina Fostatasas” (PTPasas),
usualmente en la membrana y con la misma funcién que las anteriores (Harris et al., 2013) y
“Fosfatasas Duales Especificas” (DSPasas).

Hoy en dia las PSTPasas se clasifican en subfamilias de acuerdo con la especificidad
de sustrato, dependencia de iones metalicos y sensibilidad a inhibidores: las PSTPases de tipo
1 o PP1 y las PSTPasas de tipo 2, las cuales se subdividen en PP2A, PP2B y PP2C. Otros
estudios posteriores han detectado otras proteinas llamadas PP2A-like entre las que
encontramos PP4, PP5, PP6 y PP7 (Cohen et al., 1990).

La mayoria de PSTPasas son proteinas multiméricas formadas por una subunidad
catalitica y una o mas proteinas accesorias. Las proteinas accesorias confieren especificidad de
sustrato, regulan la actividad enzimatica y controlan la localizacién subcelular de la
holoenzima (Faux et al, 1996). Algunas de estas enzimas, estdn relacionadas
estrechamente con la espermatogénesis y/o regulacién de la movilidad del esperma
(Janssens & Goris, 2001; Venteld et al., 2012), lo que haria de ellas unas dianas de vacunaciéon o
tratamiento excepcionales.

La fosfatasa mds prevalente en eucariotas es la PP2A, que se puede encontrar en
el citosol y en el ndcleo (Turowski et al., 1997) e interviene en procesos vitales tales como la
mitosis (Goris et al., 1989), apoptosis (Santoro et al.,, 1998), replicacidon y reparacion del DNA
(Zimmermann et al., 2012) y transduccion de sefiales (Janssens & Goris, 2001). Dentro de la
familia de la PP2A podemos encontrar proteinas diméricas o triméricas, por lo general
compuestas por una subunidad catalitica (C), una subunidad estructural (A) y una reguladora
(B) (Figura 12).

La subunidad C catalitica (PP2Ac) es una proteina globular de 36 kDa (Green et al.,
1987) expresada practicamente en todos los tejidos, aunque es mas abundante en corazén y
cerebro de mamiferos (Seshacharyulu et al., 2013). Tiene dos isoformas (Ca and CB), la isoforma
Ca esta expresada predominantemente en la membrana plasmatica y la CB en el citoplasma y el
nucleo. PP2Ac representa una gran familia de proteinas fosfatasas altamente conservadas
(Lammers & Lavi, 2007).
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Figura 12.- Representacion esquematica de la diversidad estructural de la
holoenzima de la PP2A: La serina/treonina fosfatasa PP2A estd
formada por tres subunidades: subunidad catalitica (C), subunidad
reguladora o estructural (A) y las subunidades variables B (B, B, B”,
B”) (Seshacharyulu et al., 2013).

La subunidad estructural A (PR65): es una proteina de 65 kDa asociada a PP2Ac,
formando un dimero al que se les une una subunidad B especifica (Ruediger et al., 1992) (Figura
12). De la misma forma que PP2Ac, la subunidad A esta codificada por dos genes, originando dos
isoformas (Aa and AB) siendo la primera de ellas mas abundante. La estructura de PR65
(subunidad A) estd compuesta por 15 repeticiones en tandem de 39 aminodcidos, llamada
“HEAT” (Huntington/Elongation/A-subunit/TOR) (Andrade et al., 1995), ésta repeticion en
tdndem se encuentra en varias proteinas importantes (Grooves et al., 1999). En su forma
heterotrimérica, PP2A-A actla como una base estructural para acompafiar a la subunidad
catalitica y facilitar su interaccién con la subunidad reguladora y otros sustratos. En su forma
dimérica, sin embargo, PP2A-A actua como reguladora cambiando la especificidad catalitica
(Seshacharyulu et al., 2013).

La subunidad reguladora PP2A-B es estructuralmente diversa. En mamiferos esta
clasificada en cuatro familias (B, B, B” y B”) (Figura 12) cuyos miembros estan expresados de
forma diferente dependiendo del estadio de desarrollo y de forma especifica de tejido (Stark et
al., 1996). La unién de la subunidad A y la subunidad C forma el ndcleo dimérico, que puede
unirse con cualquiera de las subunidades B. La subunidad B es el principal regulador de la PP2A,
actuando como un modulador de orientacién para proporcionar especificidad temporal y
espacial a la holoenzima PP2A.

Los miembros de la familia de la subunidad B estdn relacionados entre otros, con el
control de la division celular (Goris et al., 1989), transduccidon de sefiales (Narayanan et al.,
2007) y apoptosis (Santoro et al., 1998). Su papel en la supervivencia celular ha sido muy
estudiado viendo que las subunidades PR55 y PR72 intervienen en la regulaciéon negativa de la
apoptosis (Silverstein et al., 2002).
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La principal caracteristica de PP2A es su capacidad de formar complejos estables, a
través de los cuales interactia con moléculas vitales de sefalizacidn intermedia que estan
presentes en el citoplasma. Estudios de PP2A en Drosophila melanogaster han revelado su
intervencidn en procesos de regulacion del ciclo celular y la sefalizacidn intracelular, viendo que
PP2Ac se encuentra en todos los estadios del ciclo, siendo mas abundante en el periodo
embrionario (Orgad et al., 1990) lo que sugirid que estas proteinas son esenciales para la
funcion celular.

Estudios realizados con Trypanosoma cruzi (Gonzdlez et al., 2003) han identificado
proteinas de la familia PP2A como importantes para la completa transformacion de
tripomastigotes en amastigotes durante el ciclo de vida del parasito. En el caso de Plasmodium
falciparum, estas fosfatasas se han visto asociadas al ciclo del parasito, ya que la utilizacién de
un inhibidor de la PP2A inhibia el desarrollo de tres diferentes estadios evolutivos (Yokoyama et
al., 1998; Kumar et al., 2002). Todo ello sugiere la posible utilizacion de PP2A como antigeno
para futuras vacunas.

En el caso de los nematodos, PP2A ha sido identificada en B. malayi (Ghedin et al.,
2007), T. spiralis (Smith et al., 2000), C. elegans (Ahn et al., 2006), Oesophagostomum dentatum
(Boag et al., 2003), Trichostrongylus vitrinus (Hu et al., 2007) y Toxocara canis (Ma et al., 2014).

La elevada homologia de secuencia de aminodcidos de la PP2A (Figura 13) entre
diversas especies de nematodos y los resultados que se han obtenido empledndola como
antigeno en otros ensayos de inmunoproteccién, nos hace considerar a la PP2A como un
antigeno a ensayar en la elaboracién de vacunas multivalentes para nematodos parasitos.

Figura 13.- Clustal W2 de las secuencias de la region catalitica de la PP2A en diferentes
nematodos. Cr.- Caenorhabditis elegans; Cb.- Caenorhabditis briggsae; Tv.-
Trichostrongylus vitrinus; Od.- Oesophagostomun dentatum; Te.- Trichinella spiralis;
Bm.- Brugia malayi; As.- Ascaris suum (Fawzi et al., 2013).

Solano-Parada et al. estudiaron en 2010 la efectividad de una vacuna compuesta por el
péptido PP2A recombinante (PP2Ar) y usando diferentes adyuvantes (ISCOM Matrix, ISACON) y
la subunidad B de la toxina colérica, contra el pardsito A. costaricensis. Los resultados mostraron
gue la vacunacién con PP2Ar puede constituir un método util de inmunizacién al proporcionar
una respuesta inmunitaria protectora frente A. costaricensis. Basandonos en estos resultados, el
presente estudio pretende consolidar al binomio A. tetraptera-ratén como modelo experimental
y su aplicacidn en ensayos de vacunacién cruzada frente a nematodiasis.
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En esta Tesis se ha evaluado la eficacia protectora de la PP2A de A. costaricensis para
inducir respuestas cruzadas frente A. tetraptera en ratones cuando se administra dicho péptido
recombinante preferentemente via intranasal. Se ha estudiado la capacidad protectora de la
PP2A formando parte de diferentes fdrmulas vacunales conteniendo diferentes adyuvantes. Se
muestra la eficacia y seguridad de las férmulas empleadas, y en profundidad se presenta el
analisis de la formulacidn con mejores resultados, con la que se ha realizado un estudio mas
especifico con el objetivo de disponer de una formula con los mejores resultados en cuanto a
inmunoproteccién.
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2.

OBJETIVOS



El objetivo general de la presente Tesis Doctoral es caracterizar el modelo experimental
Aspiculuris tetraptera-ratéon (CD1) para su uso en la investigacién de las nematodosis. Este
modelo serda empleado en ensayos de vacunacidn con la proteina recombinante PP2Ar como

antigeno en presencia de distintos adyuvantes.

Para abordar este objetivo general se han definido los siguientes objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones dptimas de infeccidon para el empleo en el laboratorio del

modelo Aspiculuris tetraptera-ratén en cuanto a dosis infectante y tiempo de infeccién.

2. Describir la respuesta inmunolégica del ratén, asociada a la infecciéon experimental con A.

tetraptera tanto a nivel sistémico (suero) como local (mucosa).

3. Estudiar la eficacia y seguridad de las formulaciones vacunales propuestas, en funcién de

los adyuvantes utilizados y segun las vias de administracion.

4, Analizar la capacidad protectora de las formulaciones y vias seleccionadas frente a la

infeccion por A. tetraptera y seleccién de la mejor candidata para la vacunacién animal.

5. Estudiar el efecto inmunomodulador de la formula vacunal con mayor eficacia y estudiar

los mecanismos de inmunidad implicados en su capacidad protectora.
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3.

MATERIAL Y METODOS



3.1. MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1. Material parasitoldgico: Aspiculuris tetraptera

Aspiculuris tetraptera es un nematodo perteneciente a la familia de los oxiuridos que
parasita el ciego y el colon del ratén casero, raton doméstico o ratdon comun (Mus musculus) vy,
en menor medida, de las ratas. Posee un ciclo directo que se completa en 23 dias y la infeccion
se adquiere a través de la ingesta de huevos embrionados (Taffs, 1976).

Para nuestro estudio se utilizaron hembras gravidas aisladas de animales infectados
de forma natural, a partir de la parte superior del colon o colon proximal (Figura 14).

——

proximal

Figura 14.- Partes del intestino grueso de raton y habitat
mas habitual de A. tetraptera.

3.1.2. Animales de experimentacién: ratén ICR (CD1)

Se emplearon como hospedadores ratones machos ICR (CD1) de 5 semanas de edad,
los cuales fueron sometidos a procesos de infeccion experimental y ensayos de vacunacion

Puesto que el ciclo biolégico de A. tetraptera es directo y, por tanto, se trata de
una infeccion de facil diseminacién entre animales estabulados, los protocolos
experimentales se llevaron a cabo en una zona del animalario de nivel de contencién 2
(P2), un area de mantenimiento de roedores preparada para procedimientos experimentales
con utilizacién de agentes clasificados como grupo 2 segun el Real Decreto 664/1997. Esta
area mantiene una ventilacién, luz y temperatura controladas y registradas; con aire filtrado a
través de filtros HEPA. Ademas, los animales fueron alimentados ad libitum con pienso
esterilizado en autoclave, realizdndose un cambio de los lechos de las jaulas cada 2 dias. Los
ratones fueron sacrificados segln la normativa vigente por dislocacion cervical.
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3.2. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la realizaciéon de los estudios que conforman esta Tesis, se aprobd un primer
procedimiento A1369308766163 por el Comité de Etica de Experimentacién y Bienestar
Animal (CEBA) de la Universidad de Valencia, el 17 de Julio de 2013, y un segundo
procedimiento 2015/VSC/PT33/00069 aprobado por la Generalitat Valenciana el 1 de Abril de
2015.

3.3. INFECCIONES EXPERIMENTALES

Las hembras de A. tetraptera empleadas en los ensayos de infeccidén se obtuvieron tras
el sacrificio de ratones CD1 infectados de forma natural, tras su sacrificio. Asimismo, se
recopilaron también el resto de estadios evolutivos hallados para su posterior uso como
antigeno total.

Las hembras gravidas se recuperaron de la parte superior del colon y se incubaron en
agua destilada con Penicilina/Estreptomicina (1%) a 24°C durante 7 dias, cambiando la
solucién acuosa cada 2 dias, con el fin de que se completara la embrionacién intrauterina de
los huevos.

Para la realizacién de infecciones controladas, y tras comprobar la embrionacién de los
huevos, se administraron via oral las hembras enteras en suero salino con ayuda de una sonda
gastrica (Derothe et al., 1997) (Figura 15).

Figura 15.- Infeccidn via oral con sonda gastrica.
(Fuente: http://www.bioterios.com)

Con el fin de establecer las condiciones &ptimas para llevar a cabo la infeccion
experimental, se infectaron 2 grupos de 11 animales con dosis de 2 y 4 hembras,
respectivamente. A su vez, estos dos grupos fueron subdivididos en otros dos, los cuales se
sacrificaron a diferentes tiempos, 30 y 60 dias post-infeccion, tal y como se indica en la Figura
16.
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Para poder analizar los efectos de la infeccién en el hospedador, de forma paralela, se
conté con un grupo de animales control (10 animales) de las mismas caracteristicas y
mantenidos en las mismas condiciones que los infectados que fueron sacrificados a los 30 y 60
dias, divididos en dos grupos de 5 animales para cada tiempo.

PERIODO DE
INFECCION

DOSIS

2 hembras
(n=11)

4 hembras
(n=11)

30 dias (n=5)

-—
P

60 dias (n=6)

Animales
infectados (n=22)

-—_
 EEEE—

30 dias (n=5)

-—/
[

60 dias (n=6)

-—

Figura 16.- Grupos y subgrupos de animales empleados en ensayos de infeccién.

Tras el sacrificio (30 y 60 dias después de la infeccion) se aislé el intestino grueso
donde se alojan preferentemente estos nematodos y se disecciond longitudinalmente, bajo la
lupa binocular, para proceder al recuento de los vermes.

De todos los animales del ensayo, se tomaron muestras de intestino (colon proximal),
mucosa intestinal y se extrajeron tejidos y érganos inmunoactivos como placas de Peyer (PP),
Nodulos Linfaticos Mesentéricos (NLM) y bazo. Estas ultimas muestras se almacenaron en
RNAlater® (Sigma-Aldrich) solucién que estabiliza y protege el RNA total mediante la inactivacién
inmediata de las RNasas.

A lo largo de los ensayos se tomaron muestras de sangre antes de la infeccion y cada 10
dias hasta el sacrificio, tal y como indica la Figura 17.

43



Grupo control 30 dias MUESTRAS

* INTESTINO
sangrado sangrado _ * MUCOSA INTESITNAL
== SR
0 15d. 30d. : g‘;’;‘o
Grupo control 60 dias
0 15d. 30d. 45d. 60 d. '
Grupo infeccién 30 dias

wfl

| sangrado I '
30 d.p.inf.

sangrado sangrado sangrado I |

15 d.p.inf. 30 d.p.inf. 45 d.p.inf. 60 d.p.in

15 d.p.inf

Grupo infeccion 60 dias

[Reto ]

dit
i

Figura 17.- Esquema de infeccién y toma de muestras seguidos en los ensayos de infeccion (d= dias; d.p.inf= dias
post- infeccion)

3.4. ENSAYOS DE INMUNIZACION

3.4.1. Obtencién del antigeno: PP2Ar

La proteina PP2A empleada en los ensayos de inmunizacion pertenece a la region
catalitica de la enzima serina/treonina fosfatasa 2A (PP2A) del nematodo Angiostrongylus
costaricensis. Para los ensayos de vacunacion se empled como antigeno la proteina
recombinante (PP2Ar) clonada por el grupo de Parasitologia Molecular del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad de Granada de acuerdo a la metodologia descrita por Solano-
Parada et al. (2010).

Para la expresion de la proteina recombinante PP2A se partid6 de un cultivo de
Escherichia coli BL21, previamente transformada con el inserto de PP2A subclonado en el
vector pGex2TK (Amersham) por el grupo de Parasitologia Molecular antes mencionado. La
purificacién se llevd a cabo, durante una estancia en la Universidad de Granada, a partir de
cultivos de una colonia aislada, en medio 2xYT/ampicilina (100 pug/mL) e incubados a 37 °C
durante 12-15h. Se le anadié al cultivo IPTG a una concentracion final de 0,5 mM en las 3
Ultimas horas de cultivo, para inducir la expresion de la proteina recombinante. El cultivo fue
centrifugado a 6.000 r.p.m. durante 10 min y el precipitado se resuspendid en tampdén de
lisis (Tris-HClI 50 mM pH 8,0; NaCl 500 mM; EDTA 10 mM; B-mercaptoetanol 5 mM; lysozima
0,35 mg/mL) e incubado a temperatura ambiente durante 30 min, tiempo tras el cual se sonicé
y centrifugd a 13.000 r.p.m. durante 30 min. La proteina PP2Ar se encontrd en el precipitado
formando cuerpos de inclusidn, lo cual se comprobé mediante electroforesis SDS-PAGE al 12,5%
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y, posteriormente por inmunodeteccién con suero de conejos inmunizados con la proteina
recombinante. El procedimiento de Western-blot e inmunodeteccién se describe en el apartado
3.8.3.

Una vez obtenido, el precipitado se resuspendié en PBS con Tritén X-100 (Sigma-
Aldrich®) al 1%, se sonicé y se centrifugd a 13.000 r.p.m. durante 30 minutos. El procedimiento
se repitié dos veces. Finalmente, se resuspendié en PBS (NaCl 137mM; KCI 2,7mM; Na;HPO,
10Mm y KH,PO4; 1,8mM) y se almacend a -202C hasta su utilizacidn como antigeno en los
ensayos de inmunizacion.

3.4.2. Vias de inmunizacion

Los ensayos de inmunizacién realizados en esta Tesis, se han llevado a cabo
principalmente a través de mucosa intranasal, combinando esta via de administracidn con la
inmunizacion via subcutanea.

Mayoritariamente se ha utilizado la inmunizacién intranasal (Figura 18). Para ello, se
inmoviliza el ratén con una de las manos y en posiciéon cubito prono, se depositan con una
pipeta automatica, pequefias gotas en la cavidad nasal que el animal absorbe al inspirar. Este
método sélo es recomendable para administrar dosis pequefias de alrededor de 50 pL.

Figura 18.- Administracion via intranasal en ratdn con micropipeta.

La otra via de administracion empleada, en combinacidn con la intranasal, ha sido la
via subcutanea (Figura 19). Para la inoculacion en este caso, se cogio la parte superior del
tronco del animal y se inyectd bajo la piel la solucién inmundégena en un volumen de 100 pL.
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Figura 19.- Inmunizacién via subcutdnea con inyeccion.

3.4.3. Disefio experimental

El protocolo general seguido en los ensayos de vacunacién se muestra en la Figura 20.
Se realizaron varias tandas experimentales utilizando diferentes grupos de animales en funcién
de las féormulas vacunales y las vias de administracién. En todos los casos se realizd una
extraccién de sangre inicial y una extraccion cada 10 dias. En el momento del sacrificio se
obtuvieron muestras de intestino, mucosa, tejidos y drganos inmunoactivos.

MUESTRAS
sangrado sangrado sangrado sangrado sangrado B I NTESTI N O
Y Y Y V2 Y - MUCOSA INTESTINAL
0d.p.i. '_‘|_Od,p,i, 20d.p.i. 30d.p.i. 40d.p.i. - SANGRE
I_— I_“—_-| [iamunizacién | Reto | I I I - PP
Od.p.r. 10d.p.r. 20d.p.r. - NIM
- BAZO

Figura 20.- Disefio experimental de los ensayos de inmunizacidn frente A. tetraptera. Se realizaron dos
inmunizaciones y se retd a los 20 d.p.i. (dias post-inmunizaciéon) cambiando la nomenclatura a
d.p.r (dias post-reto). A lo largo del experimento se obtuvieron muestras de sangre cada 10 dias.

Los animales destinados a los diferentes ensayos de inmunizacidn se distribuyeron
en 3 grupos: grupo control de animales NO INMUNIZADOS, grupo control denominado
ADYUVANTES, y un grupo experimental denominado FORMULA VACUNAL (Figura 21).

El grupo de NO INMUNIZADOS (NI), recibié PBS en lugar vacunacion y posteriormente
se subdividio en 2 subgrupos: el subgrupo Control (C), que no recibié ningun tratamiento mas y
fue sacrificado a los 20 dias tras la administracion del PBS (20 d.p.i); y el subgrupo denominado
“Infectados” (INF), en el que los animales fueron retados con 2 hembras, equivalente a 100
huevos de A. tetraptera/ratén, constituyendo un control del curso de la infeccion.
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Figura 21.- Grupos y subgrupos de animales que constituyeron los ensayos de inmunizacion.

En el segundo grupo control, denominado “ADYUVANTES” (grupo ADY), los animales
fueron inoculados en la fase de inmunizacion, tan sélo con la solucidon adyuvante utilizada en
la vacunacion combinada con la proteina recombinante PP2Ar, para observar la respuesta que
podian generar por si mismos los adyuvantes. Igual que en el caso anterior, se dividieron en dos
subgrupos, el primero de ellos “Adyuvantes” (Ady), no fue infectado posteriormente, mientras
que el resto de animales se retaron con 100 huevos de A. tetraptera/ratén constituyendo el
subgrupo “Adyuvantes+Reto” (Ady-R).

El grupo experimental fue inoculado con diferentes férmulas vacunales que contenian el
antigeno y que se denominé FORMULA VACUNAL (FV). Cada grupo FV también se subdividi6 en
dos subgrupos: uno, solo inmunizado (FV), y otro inmunizado y retado con 100 huevos de A.
tetraptera/ratén, el subgrupo “FV+Reto” (FV-R). Las distintas formulas vacunales empleadas se
describirdn mas adelante.

Como se indica en la Figura 20, tanto el PBS, como los diferentes adyuvantes y férmulas
vacunales fueron administradas dos veces, con 10 dias de diferencia entre ellas. Se emplearon
vias de administracién combinadas: intranasal/intranasal (in/in) y subcutanea/intranasal (sc/in).

3.4.4. Férmulas vacunales
Las diferentes férmulas vacunales ensayadas se administraron en un volumen de 50uL

para la inmunizacién intranasal y de 100 pl para la via subcutanea.

A continuacidn, se describen las formulas vacunales utilizadas en esta Tesis y se
detallan las cantidades de antigeno y adyuvantes administradas por ratén.
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3.4.4.1. Férmula vacunal PP2Ar-Paredes bacterianas-Carboximetilcelulosa: FV-CMC

En esta formula se utilizd6 como antigeno 4ug de la proteina recombinante PP2Ar
obtenida tal y como se ha descrito en el apartado 3.4.1. Como adyuvantes se utilizé una
combinacion de paredes bacterianas (PB) y carboximetilcelulosa CMC (que le da nombre a la
formula) en las siguientes proporciones para un volumen final de 50 pL:

>  FV-CMC: 4 ul (1 pg/uL) PP2Ar + 0,2 uL PB (0,8 pg/ uL) + 45,8 uL CMC (1% en PBS).

El monofosforil lipido A es un componente no téxico derivado del lipopolisacarido
de las paredes celulares bacterianas que se utiliza en la inmunizacidn. Las paredes bacterianas
se obtienen a partir de bacterias E. coli Estas promueven la captura y la maduracion de las
células dendriticas, estimulando asi una fuerte respuesta Th2 cuando la via de administraciéon es
por mucosa. Por lo tanto, los antigenos cuando se administran por via intranasal se absorben y
desencadenan una respuesta inmunitaria en la mucosa, que abre un futuro muy prometedor
para su uso en vacunas (Onah & Nawa, 2000). Las paredes bacterianas fueron obtenidas en el
Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada.

Por su parte, los mucoadhesivos se emplean como adyuvantes en inmunizacién de
mucosas porque ejercen un efecto “parche” que permite la absorcién y presentacién del
antigeno de forma mas escalonada. Entre ellos hemos utilizado la CMC (Guinama
Laboratorios®), un compuesto organico derivado de la celulosa compuesto por grupos
carboximetilo enlazados con los grupos hidroxilo de la celulosa. Utilizado como
carboximetilcelulosa sédica (NaCMC) al 1% tiene propiedades hidrofilas. Debido a su
estructura lineal, posee una alta viscosidad y facilidad para forma peliculas, por lo que es
empleado como espesante y estabilizante de emulsiones. En la formulacién de vacunas sus
propiedades adhesivas pueden ayudar en la administracion intranasal, favoreciendo la retencion
del antigeno en la mucosa y retrasando la liberacidon de los péptidos asociados (Banerjee et al.,
2012; Ninan et al., 2013).

3.4.4.2. Férmula vacunal PP2Ar-Paredes bacterianas-Plurdnic: FV-PLU

En esta férmula se utilizaron también 4ug de la proteina recombinante PP2Ar como
antigeno. Como adyuvantes se utilizd una combinacién de paredes bacterianas (PB) y Plurénic
F127®, PLU (Sigma-Aldrich®) (que le da nombre a la fdrmula) en las siguientes proporciones para
un volumen final de 50 pL:

> FV-PLU: 4 pl (1 pg/pl) PP2Ar + 0,2 pl PB (0,8 pg/ pL) + 45,8 pL PLU.
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El Pluronic F127°®, es un copolimero de polioxietileno-polioxipropileno termorreversible,
capaz de pasar de estado liquido a gel a la temperatura corporal. Ademas, es un tensioactivo no
idnico de baja toxicidad con propiedades bioadhesivas y humectantes. Se ha comprobado su
efectividad en la administracion intranasal de farmacos, disminuyendo la eliminacién del
farmaco de la cavidad nasal debido al aclaramiento mucociliar y ayudando a disminuir la
irritacion (Miller et al., 2015).

3.4.4.3. Férmula vacunal PP2Ar-Polietilenimina: FV-PEI

En este caso la mezcla consiste en 4ug de la proteina recombinante PP2Ar con
Polietilenimina (PEI) (Sigma-Aldrich®) como adyuvante:

» FV-PEl: 4 pl (1 pg/pL) PP2Ar + 50 L Polietilenimina.

La Polietilenimina (PEI) se obtiene a partir de mondmeros de etilenimina y es el
polimero orgdnico de mayor carga organica conocida, ademas es inocuo y no pierde sus
propiedades tampdn en medio fisioldgico (Arenal et al., 2003). A nivel inmunoldgico es capaz de
formar complejos a nanoescala con el antigeno y facilita la captacién por parte de las Células
Presentadoras de Antigeno (APC).

3.4.4.4. Férmula vacunal PP2Ar-OVS: Lipopéptido

En esta ultima férmula vacunal, el antigeno empleado para los ensayos de inmunizacion
es el resultado de la unién quimica de la proteina recombinante PP2Ar, a moléculas de oleico-
vinil sulfona (OVS), formando una biomolécula o lipopéptido de PP2Ar. Este péptido fue
sintetizado en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada (por parte del equipo
del Prof. Santoyo de Quimica Organica). La concentracién a la que se inoculd el lipopéptido fue
de 1,6 pg/uL en 50 pL de PBS.

Figura 22.- Micelas formadas por el lipopéptido PP2Ar-OVS.
Imagenes obtenidas con microscopia electrénica
de transmision (Gomez-Samblas et al., 2017).
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El lipopéptido forma micelas de 46,66 + 6,40 nm de diametro (Figura 22) (Gomez-
Samblas et al., 2017), lo cual condiciona y facilita la presentaciéon antigénica del péptido
recombinante.

3.5. OBTENCION DE EXTRACTOS PROTEICOS

Los adultos de A. tetrapetra se obtuvieron a partir de animales infectados de forma
natural, asi como a partir de los ratones infectados experimentalmente. Como se ha descrito
en el apartado anterior, tras el sacrificio, se aislé la fraccién del intestino grueso donde se
alojan estos nematodos y se diseccioné longitudinalmente, bajo la lupa binocular, para la
extraccién de los vermes que se lavaron exhaustivamente con tampdn PBS para eliminar
material contaminante. Se recogieron 200 adultos en 700 pL de PBS en presencia de inhibidor
de proteasas (Complete Mini EDTA-free, Roche®) y se congelaron a -80°C.

Para la obtencién del extracto total o antigeno completo, los vermes, aun congelados,
se sonicaron en hielo siguiendo el siguiente protocolo: 5 ciclos de 30 segundos con un
intervalo de 30 segundos entre ellos para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. La
suspension resultante se trituré con un pistdn acoplado a un taladro hasta que la mezcla fue
totalmente homogénea. A continuacion, se centrifugd a 13.200 r.p.m. durante 10 minutos
se recuperd el sobrenadante (proteinas solubles).

La concentracion total de proteina del extracto se determind mediante el sistema
comercial Protein Assay (Bio-Rad®), basado en el método de Bradford de cuantificacion de
proteinas solubles (Bradford, 1976). Este se fundamenta en los cambios de coloracién que se
producen en el Azul de Coomasie brillante G-250 cuando se une a diferentes concentraciones de
proteina. Para la cuantificacién de cada muestra se mezclé 10 uL de cada una de ellas con 200
uL del reactivo de Bradford (1:5). Para la cuantificacion de los extractos se realizd una recta
patron empleando concentraciones crecientes de una dilucién de BSA (de 0,1 mg/mL a 10
mg/mL). Cada muestra se analizd6 por duplicado. Se procedié a la lectura de los datos de
absorbancia a 595 nm en lector iMark Microplate (Bio-Rad®), y utilizando el software Microplate
Manager 5.0 (Bio-Rad®). El sobrenadante con el extracto de proteinas se almacené a -20°C hasta
Su uso.

3.6. OBTENCION DE SECCIONES DE COLON Y MUCOSA INTESTINAL

Con el fin de analizar la respuesta inmunitaria a nivel intestinal se obtuvieron tanto
secciones intestinales, como un raspado de la mucosa del intestino grueso. Una vez sacrificados
los animales se tomd una parte de colon proximal de 0,5 cm de longitud cercana al ciego, y se
fij6 en 300 pL de solucién Karnovsky (Paraformaldehido 2%-Glutaraldehido 2,5%). Para el
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posterior andlisis histoldgico e inmunohistoquimica se realizaron cortes en la seccién de
Microscopia del SCSIE de la Universitat de Valéncia.

El resto de intestino grueso se empled para la obtencidon de mucosa intestinal. Para ello,
se diseccioné longitudinalmente con una tijera fina y se afadio sobre él un 1 mL de EDTA 50mM
(Sigma-Aldrich®), inhibidor de proteasas (1X) (Complete Mini EDTA-free, Roche®) y azida de
sodio (0,05%) como bacteriostatico y se raspd suavemente con un cubreobjetos hasta obtener
la mucosa. El material mucoso resultado del raspado se recogié en tubos de 15 mL. Se
centrifugd 20 min a 2.500 r.p.m., se recupero el sobrenadante en microtubos y se conservo a
-80°C hasta su utilizacidn.

3.7. OBTENCION DE MUESTRAS SANGUINEAS

Para analizar los niveles y la cinética de los anticuerpos séricos se extrajo sangre de los
animales en varios tiempos y situaciones experimentales, tal y como se esquematiza en los
protocolos experimentales anteriores: a tiempo 0 al inicio del estudio; a diferentes tiempos
post-inmunizacion (d.p.i.); a diferentes tiempos post-infeccién (d.p.inf o d.p.r); y en el punto
final de los estudios. La sangre se recogid en microtubos con anticoagulante EDTA (Deltalab®).

La sangre total fue extraida mediante puncion en el seno venoso submandibular tras la
inmovilizacidn del animal (Figura 23). En las extracciones rutinarias se obtuvieron un maximo de
100 pL de sangre por animal, y en la extraccion en el punto final se llegd hasta los 300 uL. Las
gotas de sangre se recogieron en microtubos con EDTA y se centrifugaron a 10.000 r.p.m.
durante 10 minutos para separar el plasma del paquete globular. El plasma se guardé a
-802C para su posterior utilizacion.

Figura 23.- Extraccidn sanguinea submandibular.
(Fuente: www.usal.es)

Para el recuento leucocitario por citometria de flujo se necesitaron 100 pL de sangre
total obtenida del seno venoso. Adicionalmente, antes de sacrificar a los animales, se tomd
una gota de sangre de la cola y se realizé un frotis sobre un portaobjetos para el recuento
leucocitario por microscopia.
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3.8. RECUENTO LEUCOCITARIO

Durante este trabajo se ha realizado el recuento leucocitario utilizando dos técnicas.
Inicialmente para el recuento leucocitario por microscopia se utilizaron los frotis de sangre
obtenidos a partir de la sangre de la cola del animal. Los frotis se fijaron por inmersién en
metanol durante 3 minutos, para posteriormente tefiirse mediante Tincion comercial Giemsa
(Sigma-Aldrich®) (conteniendo azul de metileno, eosina y varios azlcares en dilucion
acuosa) diluida 1:10 en PBS y pH 6,8. Los portaobjetos con los frotis se sometieron a
inmersién vertical durante de 10 minutos en esta solucién, seguido de un lavado con
abundante agua corriente tras el cual los portaobjetos se dejaron secar al aire para poder
examinarlos con el objetivo de inmersion.

La tincion empleada permite la diferenciacion de leucocitos en base a la morfologia
nuclear y la coloracidn de los granulos citoplasmaticos (Figura 24).

Monocito Eosindfilo

Linfocito Neutréfilo

0 20um & . ‘.

Figura 24.- Caracteristicas morfoldgicas de los diferentes grupos de
leucocitos en sangre periférica de raton tefiido con
hematoxilina-eosina.

Para la visualizacidn y estudio de los frotis se utilizdé el microscopio Nikon Eclipse 501®
conectado a un video monitor en color. Sélo las células con un nucleo visible y contorno
rojo fueron contadas como positivas. El recuento se realizé a 100x sobre un total de 200
células de la linea blanca (eosinéfilos, monocitos, neutréfilos y linfocitos) expresando el
resultado en tanto por ciento.

En los ensayos de vacunacién el recuento leucocitario se llevd a cabo mediante
citometria de flujo. Se recogieron 100 uL de sangre total del seno venoso y se realizé el marcaje
celular con anticuerpos anti-CD45. Se trata de un marcador molecular que estd expresado de
manera constitutiva en todas las células hematopoyéticas, en los diferentes linajes leucocitarios.
Sin embargo, mientras que las células elitroides y las plaquetas pierden su expresién a lo
largo de su diferenciacion, permanece estable en las células leucocitarias maduras permitiendo
su deteccion y contaje.
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Como se ha mencionado, 100 pL de cada muestra de sangre se incubaron con 10 puL el
anticuerpo anti-CD45 conjugado con FITC (eBiosScience™) (0,2 pg/ulL), durante 30 minutos a
temperatura ambiente y en oscuridad.

Tras la incubacidon, se afiadi® a cada muestra 2 mL de la solucion de lisis BD
Pharmalyse™ (1X). BD Pharmalyse ™ es un reactivo de lisis concentrado (10X) a base de cloruro
de amonio tamponado. Cuando se diluye a una concentracion de 1X y se usa segun lo
recomendado, lisa gldbulos rojos después de la tincion con anticuerpos monoclonales. La
solucion de lisis da como resultado una buena separacién por dispersion de luz de los linfocitos y
los restos de glébulos rojos cuando se analiza mediante citometria de flujo. Se dejo incubar 5
minutos a temperatura ambiente y se analizaron los resultados con el citémetro de flujo
Amnis ImageStream®. Al realizar citometria el tamafio celular es muy pequefio y por eso se
debe proceder de forma precisa a la hora de fijar el umbral (threshold) que permita distinguir las
células de interés del ruido de fondo ya que es probable que alguna particula presente en
nuestra muestra pueda ser de tamafo similar a donde fijamos el umbral. El tiempo que dure el
corte en la llegada de fotones al detector serd proporcional al didametro, y por tanto el volumen,
celular. Este estudio de interrupcién frontal del haz laser se denomina en términos anglosajones
como Forward Scatter.

3.7. ENZIMOINMUNOENSAYO (ELISA INDIRECTO)

Con la finalidad de analizar los niveles de anticuerpos en plasma y mucosa asociados a
la infeccidn por A. tetraptera y a los ensayos de vacunacion, se realizd la técnica ELISA (Enzyme-
Linked ImmunoSorbent Assay) de forma indirecta.

Se empleé este método inmunoenzimatico para la deteccion de los isotipos de
inmunoglobulinas IgM, 1gG, IgE e IgA en plasma; e IgAs, IgE e 1gG en mucosa. Las diluciones
Optimas de trabajo se determinaron previamente probando diferentes concentraciones de
anticuerpo primario (plasma y mucosa) y secundario (Tabla 2). Se utilizaron anticuerpos
secundarios anti-ratén frente a cada isotipo conjugados con peroxidasa (goat anti-mouse
marcado con peroxidasa, GAM-PO) (Nordic-MUbio, Netherlands).

Tabla 2.- Diluciones de anticuerpos utilizadas en los ensayos ELISA.

PLASMA MUCOSA
Primario Secundario Primario Secundario
IgA 1/200 1/2.000 1/100 1/2.000
IgG 1/200 1/4.000 1/100 1/2.000
IgM 1/200 1/4.000 - -
IgE 1/200 1/2.000 1/100 1/2.000

Se tapizaron placas multipocillo con 100 puL de volumen final conteniendo 3 ug de
extracto total de A. tetraptera en un “tampdn de tapizado” carbonato/bicarbonato, pH 9,6, y se
mantuvieron a 4°C durante la noche. Las placas se bloquearon con leche desnatada en polvo al
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5% (p/v) en PBS-Tween (Tris-HCl 10mM, NaCl 150 mM y 0,05% Tween; pH 7,6) (PBS-T) durante
1 hora a 37°C, en agitacidn y posteriormente se incubaron con 100 pL de mezclas de plasma o
mucosa a las diluciones indicadas en la Tabla 2, durante 90 minutos a 37°C en agitacién suave.
Tras ello, se realizaron 3 lavados con PBS-T y se anadieron 100 plL del anticuerpo secundario
GAM-PO (obtenidos en cabra y acoplados a peroxidasa) a las diluciones indicadas para el analisis
de cada isotipo, y se incubd la placa durante 1 hora a 37°C con agitacion. Se utilizdé una solucion
de revelado (solucién con cromégeno ortofenilendiamina 0,04% en tampdn fosfato-citrato
(Na;HPO4 0,2M, acido citrico 0,1M; pH5) y sustrato H,0, 0,001%) afiadiéndose 100 uL/pocillo y
se incubd en oscuridad. La reaccién se detuvo con 100 pL/pocillo de HCl 3N. Finalmente se
determinaron las absorbancias a 490nm en un lector ELISA (iMark™-Bio-Rad). Cada muestra,
se analizé en seis pocillos y los resultados se proporcionaron como la D.O. (densidad dptica)
media con la correspondiente S.D. (desviacién estandar).

3.8. ANALISIS DE PROTEINAS

3.8.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de proteinas del extracto total de A. tetraptera mediante electroforesis,
se llevd a cabo en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Bio-
Rad®) al 10%, segun el protocolo descrito por Laemmli (1970). Los geles SDS-PAGE constan de
una zona superior de empaquetamiento (acrilamida: bisacrilamida al 6%, Tris-HC| 125 mM pH
6,8, SDS 0,1%) y una zona inferior de separacién (acrilamida: bisacrilamida al 10%, Tris-HCI 375
mM pH 8,8, SDS 0,1%).

Las muestras se mezclaron con tampén Laemmli (2x) (Sigma-Aldrich®) (SDS 4%,
glicerol 20%, 2-mercaptoetanol 10%, azul de bromofenol 0,004% y Tris- HCl 0,125M, pH 6,8)
(Harlow & Lane, 1988). Tras hervir las muestras a 100°C durante 5 minutos para la
desnaturalizacién de las proteinas, se cargaron en cada pocillo un maximo 40 ug de lisado total
de proteinas en un volumen de 25 uL de muestra. En todos los geles se cargd un marcador de
peso molecular para proteinas, concretamente el marcador Precision Plus Protein (Bio-Rad®). La
primera parte de la electroforesis (empaquetamiento) se realizé6 a 40 V mientras que para la
segunda parte (resolucién) se utilizé 100 V, en un equipo de electroforesis vertical modelo Mini-
Protean 3 (Bio-Rad®). El tampdn de electroforesis usado estaba compuesto por glicina 0,19 M,
SDS 0,1%, pH 8,3 ajustado con Tris.

3.8.2. Tincién de geles

Para visualizar las bandas proteicas obtenidas en el gel, tras la electroforesis del extracto
total, este se tifid con una solucidon de Azul de Coomasie (Coomassie Brilliant Blue R-250, Bio-
Rad®) durante 45 min en agitacion, y posteriormente se decolord con una solucidn decolorante
(Metanol 25%; acido acético 0,7%).
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3.8.3. Transferencia a membranas (Western-blot) e inmunodeteccién

Para detectar las proteinas inmunoreactivas, tras la electroforesis, las proteinas
fueron electrotransferidas a membranas de nitrocelulosa (Amersham Hybond-ECL,
Healthcare®). Para la transferencia se utilizd el sistema Mini-Trans-Blot (Bio-Rad®). El
proceso se realizd a 200 mA durante 1 hora y 30 minutos en tampdn de transferencia (Tris
0,25M, glicina 1,92M y metanol 20%). Al finalizar, las proteinas transferidas a las membranas se
tineron sumergiéndolas durante 5 minutos en agitacidon, en una solucién de Rojo Ponceau
(Sigma-Aldrich®) al 0,5% (p/v) en acético glacial 1%, y decolorando con una solucién de acido
acético glacial 1% hasta la aparicidon de las bandas. Esta tincion se realizé para comprobar la
eficiencia de la transferencia proteica y obtener un control interno de carga.

Para la inmunodeteccion de las inmunoglobulinas presentes en el plasma de los
animales en respuesta a la infeccidn y/o inmunizacion, en primer lugar, se bloquearon todos los
sitios de unién no especificos utilizando una soluciéon de bloqueo de leche desnatada en polvo
5% (p/v) en PBS-T durante 1h en agitacidn. Tras eliminar la solucidén de blogqueo, se incubaron
con el anticuerpo primario, en nuestro caso presente en los plasmas o mucosas (diluidos 1/100
en PBS-T) durante 1 hora a 37°C en agitacién. Tras esto, se realizaron 3 lavados de 15 minutos
con PBS-T. Como anticuerpo secundario se utilizaron anti-inmunoglobulinas de ratén obtenidas
en cabra y acopladas a peroxidasa (GAM-PO (Nordic-MUbio, Netherlands)), diluido 1/20.000 en
PBS-T) y se incubd en estufa a 372C durante 1 hora. Se volvié a lavar la membrana 3 veces con
PBS-T, durante 15 minutos en agitacién para retirar el exceso de anticuerpo secundario, y se
reveld por quimioluminiscencia mediante el sistema comercial ECL SelectTM Western Blotting
Detection Reagent (GE Healthcare®) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para analizar las
imagenes se utilizé el aparato ChemiDoc XRS system (Bio-Rad®) y el software Quantity One (Bio-
Rad®).

3.9. HISTOLOGIA INTESTINAL

3.9.1. Obtencién de cortes histoldgicos

Las secciones intestinales obtenidas tras el sacrificio, se deshidrataron mediante una
cadena de alcoholes para poder embeberlos en parafina, ya que esta no es miscible en agua y
los tejidos estan formados principalmente por agua. Primero se sumerge en alcohol al 30%
durante 1 hora, tras ellos pasaremos los cortes por alcoholes de diferentes concentraciones
durante una hora, la concentracién seria 50%, 70%, 90%, 95% y finalmente durante 2-4 horas en
alcohol 100%. Se realizaron cortes seriados de 4 um de espesor (semifinos) de cada seccidn,
utilizando un microtomo. Aprovechando la hidrofobicidad de la parafina, las secciones se
colocaron sobre agua calentada a unos 35°C a 40°C y gracias al calor se extienden sin llegar a su
punto de fusién, que esta en torno a los 60°C. El estiramiento se realizé sobre los propios
portaobjetos cubiertos de agua y colocados sobre una plancha térmica regulable. Una vez que el
agua se hubo evaporado y se extendieron las tiras de cortes de parafina sobre el portaobjetos,
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se procedid a un secado exhaustivo en una estufa a una temperatura de entre 35°C y 40°C
durante toda la noche. Una vez secos, los portaobjetos con las secciones estdn listos para el
procesamiento posterior.

Para conseguir la maxima adherencia al vidrio la superficie del portaobjetos, sobre los
gue se coloca la muestra, debe de estar tratada previamente. Se utilizaron portaobjetos
ApexTM Superior Adhesive Slide (Leica Biosystems®) para microscopia, recubiertos por un
material adhesivo especial con cargas positivas, que promueven la adhesién del tejido, y
proporciona una mayor hidrofilia, lo que crea una base mas idénea para una cobertura
homogénea usando colorantes y reactivos acuosos, lo que permite una tincién efectiva.

3.9.2. Tincidon con Hematoxilina-Eosina

La tincion con Hematoxilina-Eosina (HE) es una de las mds utilizadas en histologia
sobre cortes con parafina; el uso de un colorante basico (hematoxilina) y otro acido (eosina)
permite tefiir las estructuras celulares (cromatina nuclear, reticulo endoplasmatico, matriz
extracelular, citoplasma...) de diferentes colores y facilitan el analisis histoldgico.

Antes de llevar a cabo la tincidn se requiere de un tratamiento de desparafinado vy
posterior hidratacién, consistente en 2 pasos de inmersién de los cortes histoldgicos de 5
minutos en xileno, un paso de 5 minutos en etanol de 100°, un paso de 5 minutos en etanol
de 96°, un paso de 5 minutos en etanol de 80° y un ultimo paso de 1 minuto en agua
destilada en agitacién, como se muestra en la Figura 25.
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Figura 25.- Tincidn histoquimica Hematoxilina-Eosina
sobre cortes de parafina. (Fuente:
Universidad de Vigo).
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Para la tincion se embebieron los cortes en hematoxilina de Mayer (Sigma-Aldrich®)
(hematoxilina certificada 1,0 g/L, yodato sddico 0,2 g/L, sulfato aluminico aménico 12H,0 50
g/L, hidrato de cloral 50 g/L y acido citrico 1 g/L) durante 3 minutos, a continuacién, un
lavado con agua del grifo durante 15 minutos para posteriormente hacer dos lavados con
agua destilada de 10 minutos cada uno. Se prosiguié con una inmersion en eosina al 0,2%
durante 15 segundos y después etanol 80° durante 15 segundos.

A continuacion, se volvid a realizar una deshidratacion, pasando de alcohol menos
concentrado a mas concentrado, 30 segundos en etanol de 96°, 5 y 10 minutos en etanol de
100° y terminamos con 2 inmersiones de 10 minutos en xileno.

Para finalizar, se procedid al montaje para microscopia Eukitt (Sigma-Aldrich®) que
contiene un 45% de resina acrilica y un 55% de xilenos. Es un adhesivo y conservante de
muestras, de secado rdpido, que puede usarse manualmente y en equipos de cobertura
automatica.

3.9.3. Tincion con PAS-Hematoxilina

Los cortes histoldgicos de colon fueron sometidos a la tincion PAS (acido periddico y
reactivo de Schiff), que tifie componentes celulares con hidratos de carbono, como la parte
glucidica de las glicoproteinas, las mucinas del moco que recubre el epitelio intestinal y las
del interior de las células caliciformes de la mucosa del intestino.
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Figura 26.- Tincion histoquimica PAS-Hematoxilina sobre cortes de
parafina. Los pasos con letras en color verde son los
especificos para esta tincion. (EL?ente: Universidad de Vigo).



Como se muestra en la Figura 26, los pasos seguidos fueron similares a los descritos en
el apartado anterior: desparafinado con xileno e hidratacion de los cortes fijados por cadena de
alcoholes y agua. En este caso para la tincién se utilizé acido peryddico durante 5 minutos; dos
lavados de 10 minutos con agua destilada; reactivo de Schiff (Merck®) durante 10 minutos;
dos lavados con agua destilada; inmersién durante 3 minutos en hematoxilina de Mayer
(Sigma-Aldrich®); un lavado con agua del grifo durante 15 minutos y otros 2 con agua
destilada durante 10 minutos cada uno. Por ultimo, se llevé a cabo la cadena de deshidratacion
de alcoholes y xileno previa al montaje para microscopia con el medio Eukitt (Sigma-Aldrich®).

3.9.4. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un procedimiento que se basa en la utilizacién de anticuerpos
gue se unen especificamente a la molécula que se quiere identificar en un tejido. En este trabajo
se llevod a cabo esta técnica con el fin de analizar la respuesta inmunitaria intestinal (expresion
de quimioquinas y células del sistema inmunitario (neutrdfilos) asociada a los ensayos de
infeccidn y vacunacion realizados.

Como paso preparatorio, todas las muestras deben ser desparafinadas para lo cual
fueron incubadas en estufa a 60°C durante 30 minutos para eliminar la parafina, lo que se
conoce como “lagrimeo”. Después, se sometieron a una cadena de hidratacién, como se ha
explicado en el punto 3.9.2. A continuacidn, se realizé un desenmascaramiento antigénico
mediante calor. Esto es necesario debido a que la inclusion en parafina puede alterar la
estructura de los antigenos diana e interferir en la respuesta de la unién entre el antigeno vy el
anticuerpo. Para ello se sumergieron los cortes en una solucién de citrato sédico 10 mM a pH 6-
7 y se autoclavaron a 120°C durante 10 minutos, tras lo cual se dejaron enfriar a temperatura
ambiente.

Para cada molécula se analizaron tres secciones de intestino por ratén. Los portaobjetos
fueron cubiertos con 100 uL de cada reactivo a la concentracién requerida para una total
cobertura. Todo el proceso se realizd sobre un agitador, en cdmara humeda y temperatura
ambiente.

Tras la cadena de hidratacién se afiadié borohidruro de sodio (Sigma-Aldrich®) al 1%
(p/v), para estabilizar los enlaces aldehidos, durante 5 minutos para, a continuacidn, bloquear
los sitios de unidén inespecificos con una solucién de BSA (albumina de suero bovino) (Sigma-
Aldrich®) al 5% (p/v) y Triton X-100 al 0,2% (v/v) en PBS durante 1 hora. Tras el bloqueo se
realizaron 3 lavados con PBS, y se incubd con los anticuerpos primarios (diluido 1/50) durante
una hora. Tras realizar otros 3 lavados se afadidé el anticuerpo secundario marcado con
fluorescencia correspondiente (Alexa Fluor®) (diluido 1/150) durante 30 minutos y en oscuridad
(Tabla 3).

Tras realizar 3 lavados con PBS, se afiadié Sudan Black B (Sigma-Aldrich®), al 0,3% en
etanol durante 10 minutos en oscuridad. Este colorante ayuda a bloquear la autofluorescencia,
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la cual puede comprometer significativamente los estudios de inmunofluorescencia y dar lugar a
falsos positivos (Oliveira et al., 2010). Los cortes se lavaron 8 veces con PBS y se afiadid el
marcador fluorescente DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) (Invitrogen®), que se une fuertemente
a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de DNA.

La disolucién de DAPI (5 mg/mL) se diluyé 1/1.000 en PBS, y se afiadié un volumen de
100 puL suficiente para cubrir los portaobjetos, manteniéndose durante 1 minuto en oscuridad,
tras el cual se realizé un ultimo lavado. Finalmente, se realizé el montaje con el medio
Fluoromount (Sigma-Aldrich®) para medio acuoso, que no requiere de deshidratacion previa.

Tabla 3.- Anticuerpos utilizados en el estudio, especificidad y fluorocromos.

Ac. Primario N2 cat. Ac. Secundario N2 cat.

Rabbi i-Gro/CXCL1 Ab17882 Donkey anti-rabbit IgG (H+L) Ab150075
abbit anti-Gro/! Alexa Fluor ® 647

Donkey anti-rabbit IgG
Rabbit anti- IL8 Ab11027 Ab150075
Alexa Fluor ® 647

Donkey anti-goat IgG
Goat anti-CXCL15 AF442 Ab150132
Alexa Fluor® 594

Donkey anti-goat IgG
Goat anti-CCL2/MCP1 AF479NA Ab150132
Alexa Fluor® 594

Donkey anti-goat IgG
Goat anti-CCL17/TARC AF529 Ab150132
Alexa Fluor® 594

Rat anti-Neutrdfilo

FITC Ab53453 - -

Para poder discriminar la posible reactividad inespecifica de los anticuerpos
primarios, se utilizaron en todos los grupos y categorias, cortes que se incubaron
directamente con el anticuerpo secundario.

El marcaje fluorescente se observd con un microscopio Confocal FV10I-W de
Olympus® con el objetivo de 60X y aceite de inmersién.

3.10. EXTRACCION DE RNA TOTAL Y PCR REVERSA

De cada drgano y tejido aislado (bazo, NLM y placas de Peyer) se obtuvo el RNA total
con el kit comercial Rapid Total RNA Purification Kit (Marligen Biosciences Inc.) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. La cantidad y calidad del RNA se determind midiendo la relaciéon
de absorbancia a 260/280 nm, y para comprobar la integridad del RNA obtenido se llevé a cabo
una electroforesis en gel de agarosa al 1%.
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Si usamos como molde RNA, en lugar de DNA, se habla de una RT-PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) (Reverse Transcription-PCR). La sintesis del cDNA es posible gracias a la
reaccién llamada transcripcion reversa que es controlada por la transcriptasa reversa, capaz de
convertir el mRNA en cDNA (cadena complementaria de DNA). 40 ng de RNA total se utilizaron
directamente como molde para la sintesis de la primera cadena de cDNA mediante transcripcién
inversa utilizando el sistema comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems®) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

La retrotranscripcion se realizd6 en un termociclador T100 (Bio-Rad®). Los
termocicladores estdn disefiados para establecer un sistema homogéneo en donde las
condiciones de temperatura y tiempo necesarios no se modifiquen en cada uno de los ciclos. En
este caso se incubd a 25°C durante 10 min, a 37°C durante 120 min y un ultimo paso de 85°C
durante 5 segundos.

3.11. PCR A TIEMPO REAL Y CUANTIFICACION RELATIVA (RT-gPCR)

Los mRNAs de cada citoquina (IL-2, IFN-y, IL-12, IL-13, TNF-a, IL-4, IL-10, TGF-j3, IL-17, IL-
23, IL-6, IL-25, IL-21 e IL-9) se amplificaron mediante PCR a tiempo real utilizando cebadores
especificos para cada citoquina (Tabla 4). El objetivo de la qPCR es detectar y cuantificar las
secuencias especificas de acidos nucleicos mediante el uso de fluorescencia en la reaccion. El
término “en tiempo real” se refiere a que la deteccidn de los productos amplificados sucede en
cada ciclo de la reaccién. Por su parte, el término cuantitativo hace referencia a que es posible
cuantificar la cantidad de cDNA amplificado en la muestra de forma relativa respecto a un gen
constitutivo como control endégeno cuyos niveles de expresion son estables.

En nuestro caso, hemos utilizado los ensayos StepOne™ real-Time PCR System (Applied
Biosystems) para el analisis cuantitativo en tiempo real de la expresion de citoquinas. Estos
ensayos constan de un par de cebadores de PCR sin marcar para cada citoquina y una sonda
TagMan con fluordforo de fluoresceina (FAM) en el extremo 5' y un aglutinante menor (MGB) y
desactivador de fluorescencia (NFQ) en el extremo 3', solo cuando la sonda se acopla a la
cadena molde se emite fluorescencia.

Para un volumen final de 20 pL, 9 pL del cDNA obtenido (diluido 1/20 en agua
estéril) se afiadieron a 10 pL de TagMan' Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG (2x)
y 1 puL del TagMan® Gene Expression Assay (cebadores y sonda). Todos los cebadores de las
citoquinas y las sondas marcadas con FAM fueron disefiados por Applied Biosystems® como
ensayos TagMan inventariados (Tabla 4). La TagMan® Gene Expression Master Mix contiene
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase que se activa a 949, una referencia interna pasiva basada en el
ROX ™ que normaliza las fluctuaciones de la fluorescencia no relacionadas con la PCR.

El termociclador empleado fue el Abi Prism 7000 (Applied Biosystems®) y la
amplificacidn consistido en un paso de 2 minutos a 50°C, un paso de desnaturalizacién inicial a
94°C durante 10 min y 40 ciclos de amplificacidon (15 segundos de desnaturalizacién a 95°Cy 1
minuto de alineamiento/elongacién a 602C). Las muestras se amplificaron por triplicado en
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placas de 96 pocillos, conteniendo los controles enddgenos (B-actina) y los controles
experimentales. experimentales.

Tabla 4.- Secuencia de oligonucledtidos para cada citoquina y el
control endégeno

DIANA SECUENCIA5 >3
) F TCCATCATGAAGTGTGACGT
/actina
R GAGCAATGATCTTGATCTTCAT
F CCACTTCAAGCTCCACTTCA
2 R ATCCTGGGGAGTTTCAGGTT
F GCTCTTCCTCATGGCTGTTT
e R GTCACCATCCTTTTGCCAGT
F GACCAAACCAGCACATTGAA
2 R CTACCAAGGCACAGGGTCAT
F CCCCAAAGGGATGAGAAGTT
TNF-afs)
R CACTTGGTGGTTTGCTACGA
F CCTCACAGCAACGAAGAACA
- R ATCGAAAAGCCCGAAAGAGT
F CAGAGCCACATGCTCCTAGA
0 R TCATTTCCGATAAGGCTTGG
F TGGAGCAACATGTGGAACTC
TGF-8%]
R AGCCCTGTATTCCGTCTCCT
E TCCAGAAGGCCCTCAGACTA
T R TCATGTGGTGGTCCAGCTT
F TAATGTGCCCCGTATCCAGT
Lz R AGGCTCCCCTTTGAAGATGT
F AGTTGCCTTCTTGGGACTGA
- R TCCACGATTTCCCAGAGAAC
IL-25 F ACCACAACCAGACGGTCTTC
F GAGGACCCTTGTCTGTCTGG
L R TCATCTTTTGAAGAAGCCATTT
F TGATTGTACCACACCGTGCT
- R AGGTCACTCCAACGATACGG

Se calculd el ciclo umbral (Ct). El Ct es el nimero de ciclos necesarios para que se
produzca un aumento de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base, y es
inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde, para cada muestra y cada
control. Para la normalizacién se utilizd el gen constitutivo de la B-actina como control de
expresion. Con el fin de valorar la influencia de la infeccidon o de los ensayos de vacunacion
en la expresidon de citoquinas se empled un método de cuantificacion comparativo (método

2%%Y (Livak & Schmittgen, 2001), el cual diferencia entre los ciclos umbral del gen de la
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citoquina vy los ciclos del control para dar resultados de expresidon o cantidad relativa (RQ). El
cambio en la expresion del gen de interés se normalizd respecto al de la B-actina y a su
control negativo para obtener la cuantificacidn relativa de los niveles de expresiéon (Klein,
2002).

3.12. ANALISIS ESTADISTICOS

Mediante el programa Stadistica® version 7, los datos fueron sometidos al test de
Distribuciéon Normal de Kolmogorov-Smirnov, y los analisis de los grupos se realizé aplicando
la prueba de Andlisis de Varianza ANOVA para comprobar si existieron diferencias
significativas entre grupos. De existir dichas diferencias, se procedié a una realizar una
prueba Duncan para la comparacidon entre los pares de medias. Cualquier valor de p<0,05
fue considerado significativo.
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4.1. ESTUDIO DEL MODELO EXPERIMENTALA. tetraptera— RATON

4.1.1. Determinacidn de las condiciones éptimas para la infeccidn experimental

Las hembras de A. tetraptera realizan la ovoposicion de forma periddica, con una puesta
durante tres dias seguidos y 10 dias de descanso. Este proceso se repite alrededor de 5 veces en
su vida, con una media de unos 80 huevos por puesta, lo que supone una puesta total de unos
370-400 huevos por hembra (Neuser, 1974).

Figura 27.- Utero de una hembra empleada en los ensayos de infeccidn. A: Seccién anterior con
huevos por embrionar; B: Seccidn posterior con huevos embrionados tras incubacion.

Para realizar la infeccidon experimental, las hembras gravidas (Figura 27A) aisladas a
partir de infecciones naturales, se incubaron en estufa a 24°C durante 7 dias, ya que los huevos
no son infectantes en el momento de la puesta y necesitan entre 6-7 dias para completar su
embrionacién (Figura 27B). Tras la incubacidn, se contd el nimero de huevos embrionados por
hembra, obteniéndose una media de 50-60 huevos listos para la infecciéon. Basandonos en
ensayos de infeccidn previos (Derothe et al, 1996), se realizaron ensayos en grupos de 11
ratones, utilizando 2 y 4 hembras grdvidas del nematodo, lo que supondria aproximadamente
un total de entre 100 y 120 huevos inoculados, respectivamente. Al mes de la infeccidn vy tras
sacrificar a los animales se cuantific6 el nimero de pardsitos obteniéndose los resultados
mostrados en la Tabla 5.

Tabla 5.- Eficacia de la infeccion segun la dosis infectante.

Grupo n n? infectados % infeccion
2 hembras | 11 8 73
4 hembras | 11 11 100

64



En ambos casos se obtuvo un alto porcentaje de infeccion entre el 73 y el 100%, para
animales infectados con 2 y 4 hembras, respectivamente.

En la Tabla 6, se muestra la media de vermes recuperados. Se observa que, aunque se
infectaron menos animales retando con 2 hembras, la media de pardsitos recuperados es
mayor. El rango, que muestra la variacion de vermes encontrados en los diferentes animales,
también es mds amplio en el caso de 2 hembras, lo que significa que, aunque hubo algin animal
qgue no se infectd, los otros estaban mas parasitados, hasta llegar a tener 25 vermes, mientras
que, en el caso de la infeccién con 4 hembras, no se cuantificaron mas de 13. Por tanto, la tasa
de recuperacién respecto al nimero de huevos inoculados es mas elevada en el caso de la
infeccion utilizando dos hembras (12,3% vs. 4,7%).

Tabla 6.- Media, rango y tasa de recuperacidn segun la dosis infectante.

Grupo Media+£SD Rango Tasa de recuperacion
2 hembras 9,8 +9,7 [0-25] 12,3 %
4 hembras 6+4,8 [1-13] 4,7 %

En la Figura 28, vemos una representacién grafica de la distribucién de los vermes
recuperados por ratén en el caso de 2 y 4 hembras, asi como la media representada por una

linea.
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Figura 28.- Representacién del nimero de vermes aislados por animal
infectado, con 2 y 4 hembras. Las lineas horizontales
muestran la media.

Con los resultados obtenidos se pudo concluir que, aunque el tanto por ciento de
infeccion era inferior en el caso de utilizar 2 hembras, el nimero de vermes adultos recuperados
era mucho mayor, incluso el doble que en el otro grupo. Por tanto, se decidid utilizar esta dosis
infectante como la iddnea para los estudios posteriores, realizando la infeccién experimental de
los animales con 2 hembras, lo que facilita ademas la preparacién de las dosis infectantes.

65



El periodo prepatente en el ciclo bioldgico de A. tetraptera esta estimado en 23 dias
(Anya, 1966). A pesar de que las jaulas se mantengan en una zona experimental de tipo P2 y se
limpien cada dos dias existe la posibilidad de autoinfeccion. Por tanto, para el disefio adecuado
de los ensayos de vacunacion con infecciones controladas primarias se planificd un ensayo
determinando el porcentaje de infeccion y la presencia de distintos estadios evolutivos en el
intestino tras diferentes tiempos post-infeccién, para delimitar asi el tiempo de infeccién para el
cual podamos asegurar que no hay probabilidad de autoinfeccién.

Para ello, se infectaron experimentalmente 22 animales con 2 hembras cada uno y se
dividieron en dos grupos de 11 animales segun el tiempo de post-infeccion (30 y 60 dias) tras el
cual se sacrificaron los animales. Tras 30 dias de infeccién el 73% de los animales estaba
infectado, mientras que, a los 60 dias, el 100% de los animales estaban parasitados. En la Tabla 7
se muestra la media de pardsitos recuperados, el rango, la tasa de recuperacién y la presencia
de estadios larvarios que aparecen como consecuencia de la autoinfeccion durante el periodo
de estabulacién tras la infeccién primaria.

Tabla 7.- Eficacia de la infeccidn, media, rango, tasa de recuperacion y presencia de larvas
segun el tiempo post-infeccién (d.p.inf.: dias post-infeccion).

Tasa de

Grupo Media + SD Rango ., Estadios larvarios
recuperacion
30 d.p.inf. 9,8+9,7 [0-25] 12,3% No
60 d.p.inf. 12,1+£9,1 [1-25] 12,1% Si

El porcentaje de infeccidn y la media de adultos recuperados fue mayor después de 60
dias tras la infeccion, pero es mas importante que cuando se sacrificaron los animales tras 30
dias de la infeccién, no se detectd la presencia de estadios larvarios, mientras que después de
60 dias si se encontraron estos estadios larvarios. Estos datos resultan de gran interés en
ensayos en los que se busca estandarizar la infeccidon controlando la carga parasitaria.

e 30 dias 60 dias

Ne de vermes recuperados
n ) 7!
L

Figura 29.- Representacion del numero de vermes aislados por animal infectado
con 2 hembras, 30 y 60 dias tras la infeccidon. Las lineas horizontales
muestran la media.
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En la Figura 29, vemos representados los datos individuales de vermes recuperados por
animal y la media en cada grupo, representada por una linea horizontal. Como hemos
comentado, en el caso de los 60 dias tras la infeccion hay mayor nimero de vermes, pero
incluyen estadios larvarios que nos indican infeccién secundaria tras la experimental y se
incapacita la posibilidad de infectar controladamente.

Con estos resultados podemos estandarizar la dosis éptima de infeccién en dos hembras
y el periodo de infeccién méximo de 30 dias.

4.1.2. Variaciones en el recuento leucocitario con la infeccion

Con el objetivo de caracterizar el modelo de infeccién experimental A. tetraptera —
ratén, cada animal fue infectado con dos vermes hembras y se sacrificaron a los 20 dias post-
infeccion para asi asegurar la ausencia de autoinfeccién.

Para la determinacion de la activacion inmunolégica a nivel sanguineo tras la
parasitacion, se realizd el recuento leucocitario. Mediante el analisis celular de la sangre
periférica de los ratones, extraida en el momento del sacrifico, se cuantificaron las diferentes
subpoblaciones de leucocitos circulantes.

El recuento leucocitario obtenido para el “grupo estandar de infeccidon”, se compard con
los valores de referencia para raton (Tabla 8).

Tabla 8.- Recuentos leucocitarios en el grupo de infeccidn y valores de referencia en ratén.

Grupo Neutrdfilos Linfocitos Eosinofilos Otros*
Valores de referencia [57-67] [25-33] [1-3] [0-7]
Estandar de infeccion 47,3 % 41,5% 3,4% 7,9%

*monocitos, basofilos.

En sangre circulante de ratén infectado se observé una ligera neutropenia en
comparacion con los valores normales, y una linfocitosis, con ligeras eosinofilia y monocitosis.

4.1.3. Respuesta inmunoldgica del ratdn frente al nematodo A. tetraptera

4.1.3.1. Respuesta de anticuerpos en suero

Con el fin de caracterizar la respuesta inmunoldgica sistémica del raton tras la infeccién
estdndar con el nematodo A. tetraptera, se analizaron mediante ELISA indirecto los niveles de
los isotipos IgM, IgG, IgA e IgE, en mezclas de suero (diluidos 1/200) a los tiempos O (previo a la
infeccion), 10 y 20 dias tras la infeccién (10 y 20 d.p.inf.). Se procedié como se ha indicado en
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Material y Métodos, utilizdndose los anticuerpos secundarios a las diluciones indicadas en la
Figura 30, y se revelaron los ELISAS midiendo la absorbancia a 490nm.
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Figura 30.- Respuesta de anticuerpos en suero inducida por la infeccién de ratones ICR con A. tetraptera.
La concentracion de los isotipos IgM, IgG e IgE se analizé mediante ELISA indirecto frente
extracto total de A. tetraptera usando mezclas de suero diluidos 1/200 procedentes de
animales control (C) o infectados (INF) (n=10/grupo). Los anticuerpos secundarios se diluyeron
1/4.000 para IgM e 1gG, y 1/2.000 para IgE. Los datos corresponden a 3 experimentos
independientes a tiempo 0 y a 10 y 20 dias post-infeccién-(d.p.inf.). Los datos significativos
respecto al control se indican con asteriscos (*) (p<0,05).

Los niveles de IgM en suero aumentan con la infeccidn y alcanzan un valor significativo a
los 10 dias tras la infeccidn, y continia aumentando ligeramente a los 20 dias (Figura 30). Los
valores son significativamente mayores tanto respecto a los valores previos a la infeccion como
respecto a los valores del grupo control, no infectado.

En relacién a la IgG en suero, se detectd un incremento progresivo en su concentracion,
alcanzando su mayor valor a los 20 dias tras la infeccidon. Los aumentos detectados en los
animales infectados resultaron significativos respecto al control. La variacién en la
concentracién de 1gG es muy parecida a IgM, aumentando ambas inmunoglobulinas de forma
progresiva.

En el caso de los niveles de IgE, la infeccién produce un aumento ligero de esta
inmunoglobulina a nivel sistémico. Las diferencias respecto al grupo control son significativas.
También se estudiaron los valores de IgA, pero no se encontraron diferencias significativas
respecto al tiempo de infeccidn ni entre los dos grupos.
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4.1.3.2. Respuesta de anticuerpos en mucosa

Como el parasito estudiado es un nematodo intestinal es de esperar que la respuesta
inmunitaria mdas importante sea la que se dé de forma local a nivel de mucosa intestinal. Para
valorar si la infeccién ha provocado un aumento en los niveles de anticuerpos a nivel local, se
han determinado mediante ELISA indirecto los niveles de IgA secretora (IgAs) al final del estudio
(20 d.p.inf.). Ademas, como se trataba de caracterizar la respuesta local se analizaron otros dos
isotipos: 1gG e IgE, que se encuentran aumentados en el suero de animales infectados (Figura
31). Para ello las mucosas se utilizaron diluidas 1/100 y se utilizaron los anticuerpos secundarios
diluidos 1:2.000, segun se detalla en Material y Métodos.
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Figura 31.- Respuesta de anticuerpos local en mucosa intestinal inducida por la infeccién de ratones ICR
con A. tetraptera. La concentracion de los anticuerpos IgAs, 1gG e IgE, fue determinada
mediante ELISA indirecto frente extracto total de A. tetraptera usando mezclas de mucosas
procedentes de animales control (C) o infectados (INF) (n=10/grupo) obtenidas en el
momento del sacrificio y diluidas 1/100. Los anticuerpos secundarios se utilizaron diluidos
1/2.000 para todas las inmunoglobulinas analizadas. Los datos significativos respecto al
control se indican con asteriscos (*) (p<0,05).

Se observa un aumento significativo de la concentracién de IgA en la mucosa del colon
de los animales infectados. El incremento en los niveles de IgA puede ser importante para la
neutralizacién y posterior eliminacién del parasito, ya que su liberacion especifica impide la
adhesién del parasito en el intestino (Dixon et al., 2010).

Como es el caso de los resultados descritos en suero, los niveles de IgG aumentan
significativamente en la mucosa de los ratones infectados con respecto al control que se
relaciona con el aumento a nivel sistémico de la misma.

69



Igualmente, los niveles de IgE en la mucosa intestinal, también se correlacionan con los
datos obtenidos en suero. Como muestra la Figura 31, se ve un aumento significativo de los
niveles de IgE en mucosa en el caso de animales infectados respecto a los datos obtenidos en el
grupo control, pero este aumento no es tan elevado como en el caso de las otras dos
inmunoglobulinas ensayadas.

4.1.4. Analisis de la inmunogenicidad de las proteinas de A. tetraptera

Mediante anadlisis Western-blot e inmunodeteccién, se estudié la especificidad de los
anticuerpos anti-A. tetraptera analizados mediante enzimoinmunoensayo, y cuyo aumento se
ha descrito en el apartado anterior. Esta técnica nos permitié identificar las bandas
correspondientes a las proteinas del extracto total de A. tetraptera que son reconocidas por el
suero de los animales infectados.

4.1.4.1. Estudio de la especificidad de los anticuerpos en suero

Muestras de 40 pg de proteinas solubles procedentes del lisado total de A. tetraptera se
separaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%, y fueron
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las membranas se tifieron con Rojo Ponceau para
comprobar la eficiencia de la transferencia proteica y disponer de un control interno de carga.
Las membranas se cortaron en tiras para enfrentarlas con una mezcla de sueros de animales
infectados (INF) y otra de controles. Se analizaron las bandas reconocidas por los anticuerpos
IgG.
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Figura 32.- Las IgGs del suero de animales infectados reconocen especificamente proteinas del
extracto total de A. tetraptera. 40ug de proteinas de extracto total fueron
cargados en un gel SDS-PAGE. Tras la transferencia, las membranas se tifieron con
Ponceau y se incubaron con una mezcla de sueros de ratones control e infectados
(20 d.p.inf.) diluida 1/100. Como anticuerpo secundario se utilizd anti-IgG (GAM,
diluido 1/20.000).
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En el caso de los sueros de animales infectados, se reconoce una banda especifica entre
25-37kDa, sugiriendo que la infeccidn por A. tetraptera provoca una respuesta inmune
especifica, en la que una proteina del nematodo es especialmente inmunogénica ya que no se
trata de una proteina abundante en el extracto total del pardsito, seglin se observa en la tincidn
Ponceau.

4.1.4.2. Estudio de la especificidad de los anticuerpos en mucosa

En el caso de la mucosa, se analizaron las bandas inmunogénicas, reconocidas por IgAs,
mediante Western-blot e inmunodeteccion, utilizando 40 ug de proteinas del extracto total del
pardsito y una mezcla de mucosas diluidas obtenidas a partir de los dos grupos de ratones
(control e infectado) y utilizando anti-IgA como anticuerpo secundario.
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Figura 33.- Las IgAs presentes en la mucosa de animales infectados reconocen especificamente
proteinas del extracto total de A. tetraptera. 40ng de extracto total de pardsito
fueron cargados en un gel SDS-PAGE. Tras la transferencia, las membranas se tifieron
con Ponceau y se incubaron con una mezcla de mucosas de ratones control e
infectados (20 d.p.inf.) diluida 1/100. Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgA
(GAM, diluido 1/2.000).

En la Figura 33, se muestran los patrones de bandas reconocidas por los anticuerpos IgA
de mucosa de los animales infectados. En este caso aparecen varias bandas inmunogénicas, por
tanto, los anticuerpos locales presentes en mucosa también reconocen especificamente
proteinas del parasito, en este caso, diferentes a las reconocidas por las IgG del suero.
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4.1.5. Estudio histolégico de colon proximal

Para el estudio de los cambios histoldgicos producidos en colon como consecuencia de
la infeccidn por A. tetraptera se llevaron a cabo diferentes tinciones de cortes finos intestinales
y se analizaron mediante microscopia.

La tincién combinada con hematoxilina-eosina (HE), es muy utilizada en histologia
debido a que permite visualizar cambios morfoldgicos facilitando la diferenciacidon visual de las
partes de las células y los diferentes tipos celulares.
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Figura 34.- Corte histolégico de mucosa del colon para un animal control y uno infectado tefiido
con HE. a) Células caliciformes productoras de moco; b) Linfocitos intraepiteliales.

Como consecuencia de la infeccidn, no hay dafios a nivel superficial y la morfologia
general de los pliegues del colon se mantiene. Sin embargo, a nivel celular si se apreciaron
cambios asociados a la infeccién por el nematodo y la respuesta inmunitaria puesta en marcha,
observandose una hipertrofia de las células caliciformes productoras de moco y linfocitosis
intraepitelial en el caso de los ratones infectados.

La tincién de PAS (Periodic Acid-Schiff)-hematoxilina es utilizada para marcar los
polisacaridos en los tejidos y, por tanto, nos permite observar cambios en la produccién de
moco (mucinas-glicoproteinas) bien en el interior de las células caliciformes, o bien sobre Ila
superficie de la mucosa, a la que cubre el moco tras ser secretado.
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Figura 35.- Corte histoldgico de la mucosa del colon de un animal control y uno infectado
ambos tefiidos con PAS-hematoxilina para marcaje de polisacaridos (amplificacion
20X).

La tincién con PAS mostré resultados coherentes con los obtenidos para la tincidn con
Hematoxilina-Eosina. En la Figura 35 se muestra como en el caso de los animales infectados se
observa una hipertrofia de las células caliciformes debido a un aumento en la produccién de
mucinas. El aumento de la produccidn y secrecion de moco constituye uno de los mecanismos
de defensa conocidos frente a infecciones intestinales por helmintos impidiendo de forma
mecanica el establecimiento del pardsito (Trelis et al., 2011).

4.1.6. Anadlisis de la expresion de quimioquinas mediante inmunohistoquimica sobre cortes
histoldgicos de colon

Las quimioquinas también conocidas como «citoquinas quimiotacticas» son proteinas de
tamafio pequefio y bajo peso molecular (8 a 14 kDa) pertenecientes a la familia de las citoquinas
y por tanto clasificadas como moléculas del sistema inmunitario. Las quimioquinas se llaman de
este modo debido a que inicialmente fueron identificadas por su capacidad de activar, atraer y
dirigir diversas familias de leucocitos circulantes hacia los sitios dafiados. Al ser liberadas por
células dafiadas o infectadas crean un gradiente de concentracién que actuard como un
guimioatrayente para guiar la migracion celular.

Las quimioquinas no sdlo participan en la coordinacion del movimiento de leucocitos en
los procesos inflamatorios, sino que también tienen importancia en multiples procesos
fisiolégicos y patoldgicos: desarrollo, vigilancia, memoria, respuesta y regulacién inmunitaria e
inflamacion...

La inmunohistoquimica, también Illamada marcaje inmunohistoquimico se utiliza
comunmente para conocer la ubicacién de una proteina dentro de las diferentes partes de una
célula o su distribucién en un tejido.
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A través del empleo de anticuerpos especificos anti-quimioquina marcados con
fluorocromos, se pudo localizar y visualizar dichas quimioquinas en cortes histolédgicos de colon
proximal de ratdn, tanto en animales control como en animales infectados con A. tetraptera,
mediante microscopia confocal. El analisis de pardmetros inmunohistoquimicos, junto con los
histoldgicos analizados en el punto anterior, nos acercard a una mejor comprension de la
respuesta inmunitaria frente a la infeccidon de los animales de experimentacion.

Se analizd la expresion de las quimioquinas CCL2 (MCP-1), CCL17 (TARC), GRO 1 (CXCL1),
CXCL15 (Lungkine) e IL-8 (CXCL8). En la Tabla 9, se resumen las células productoras de dichas
moléculas y las células sobre las que tienen efecto atrayente.

Tabla 9.- Quimioquinas analizadas: células origen y células atraidas

Monocitos, macrofagos y Monocitos, linfocitos T de
cCL2 , o . z .
células dendriticas memoria y células dendriticas
ccLiz7 Células dendriticas Linfocitos T
i Macroéfagos, neutréfilos y células
GRO 1 Células del melanoma & o y
epiteliales
CXCL15 Células broncoepiteliales Neutroéfilos
Fibroblastos, células
dotelial it e
IL-8 endoteliales, monocitos, Neutréfilos

macroéfagos y células
dendriticas

En primer lugar, se definieron las regiones del colon en las que se analizaria la sefial de
fluorescencia mediante microscopia confocal, tras el marcaje con anticuerpo especificos,
mediante microscopia confocal, en funcion de las quimioquinas analizadas (Figura 36).

Punta pliggqe e

X )

na propia

Figura 36.- Regiones principales de la mucosa de colon donde se analizé el marcaje con
fluorescencia tras la inmunohistoquimica.
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La intensidad de fluorescencia fue claramente mayor en los intestinos de los ratones
infectados con A. tetraptera, en el caso de las quimioquinas atrayentes de neutrdfilos, GRO 1y
CXCL15, indicativo de una mayor expresién de las mismas asociadas a la infecciéon. Nuestros
resultados sugieren que la infeccién lleva asociada principalmente el reclutamiento de
neutrdfilos y macréfagos a la zona de infeccién como mecanismos de defensa. No se observé
un aumento de expresidon de CCL2, CCL17 ni IL-8 como consecuencia de la infeccién.

En la Tabla 10 se resumen los resultados obtenidos para las quimioquinas cuyo aumento
se ha descrito tras la infeccién. En cada caso, para tratar de indicar la intensidad de la sefial de
fluorescencia observada al microscopio, correspondiente al marcaje especifico observada al
microscopio, se emplearon los siguientes cédigos: (-) ausencia de sefial; (+) marcaje especifico.

Tabla 10.- Intensidad de fluorescencia segun la quimioquina y la regién analizada.

CONTROL INFECTADO
Pliegue - -
Tunica - +
GRO 1
Ldmina propia - +
Criptas - +
Pliegue + ++
Tunica - -
CXCL15
Ldmina propia + ++
Criptas - ++

Las sefiales fluorescentes mas intensas se observaron para la quimioquina CXCL15, cuya
expresién aumenta tras la infeccion en varias regiones: punta de pliegue, lamina propia y criptas
(Figura 37).

Destaca el marcaje a nivel del citoplasma de los enterocitos epiteliales y el marcaje
asociado al moco contenido en las células caliciformes.
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Figura 37.- Marcaje de CXCL15 (rojo) en cortes histoldgicos de colon de ratdn. El color
azul corresponde a los nucleos celulares tefiidos con DAPI. (1) Enterocitos
epiteliales; (2) Moco de las células caliciformes.

4.1.7. Determinacion de la expresién de citoquinas en tejidos y érganos linfoides tras la infeccién

Las citoquinas son las responsables de la polarizacién de la respuesta inmunitaria en
funcién de la naturaleza del agente infeccioso para orquestar de forma efectiva la defensa. Se
llevé a cabo el andlisis de su expresion en los érganos y tejidos inmunoactivos: bazo, Nodulo
Linfatico Mesentérico (NLM) y Placas de Peyer (PP), mediante PCR cuantitativa a tiempo real en
muestras procedentes de animales control e infectados, tras su sacrificio. Debido a la
importancia de las citoquinas en la modulacién de la respuesta inmunitaria, su analisis ofrece
datos sobre el tipo de respuesta generada en el hospedador. Las citoquinas analizadas fueron:
IFN-y, IL-12, TNF-q, IL-2, IL-10, TGF-B, IL-4, IL-17, IL-23, IL-6, IL-25, IL-21 e IL-9.

4.1.7.1. Perfil de expresion de citoquinas en bazo

En bazo ha aumentado, de forma significativa, la expresidn de las citoquinas IL-23, IL-10,
IL-12, IL-13, y TGF-B en los animales infectados (Figura 38).
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Figura 38.- Niveles de citoquinas expresadas en bazo de ratéon tras la infeccién por A.
tetraptera. Cantidades relativas (RQ) de expresion (mRNA) respecto a los
animales control y normalizado con B-actina. Las barras verticales muestran la
desviacién estandar. (C: control; INF: infectado). (*) Diferencia significativa
(p<0,05).

Las citoquinas mostradas son marcadores de la respuesta sistémica que genera la
infeccidn intestinal con el nematodo. La IL-23 es la citoquina con un mayor aumento en su
expresion, seguido de las citoquinas IL-10 e IL-12. El perfil de citoquinas nos indica una
respuesta predominante frente a la infeccién de tipo Th17 en presencia de IL-23 que actia como
factor de proliferacién del Th17 desde los ThO y cierta participacién de Tregs productores de
TGF-f e IL-10 para controlar el dafio del hospedador.

4.1.7.2. Perfil de expresion de citoquinas en Nédulo Linfdtico Mesentérico

Entre las citoquinas analizadas en NLM, se observa que los niveles de IFN-y, IL-12,
TNF-a, IL-2, IL-10, TGF-B, IL-25 e IL-21 aumentan significativamente tras la infeccién con A.
tetraptera (Figura 39).
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Figura 39.- Niveles de citoquinas expresadas en NLM de ratdn tras la infeccidn por A. tetraptera. Cantidades
relativas (RQ) de expresion (mRNA) respecto a los animales control y normalizado con B-actina.
Las barras verticales muestran la desviacion estandar. (C: control; INF: infectado). (*) Diferencia
significativa (p<0,05).

Entre las citoquinas sobreexpresadas, IFN-y, IL-2, IL-12 y TNF-o. son propias de la
respuesta Thl, mientras que IL-21 es producida por los Th1l7, apareciendo de nuevo cierto
caracter regulador asociado (TGF-B e IL-10). Destacan los niveles tan elevados de IL-25,
citoquina producida por las células intestinales (Tuft cells) en respuesta a una agresion y cuyo
objetivo seria el tratar de activar la via Th9 para poner en marcha mecanismos de control de la
infeccidn.

Estos datos sugieren que la infeccidn genera una respuesta primaria Thl/Th17 que
facilita al establecimiento del parasito y ante esta situacién de invasién se deriva hacia en una
respuesta Th9 por la aparicién de IL-25 para controlar la superproduccién de IFN-y y TNF-a con
la expulsidon o control de la carga parasitaria.
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4.1.7.3. Perfil de expresion de citoquinas en Placas de Peyer

Las placas de Peyer constituyen un tipo tejido linfoide situado en la submucosa que
acompafia a los enterocitos a lo largo del intestino delgado, generando respuestas locales frente
a antigenos intestinales. De nuevo se analizaron para este tejido todas las citoquinas nombradas
anteriormente.

Los niveles de expresién de las citoquinas IL-12, IL-6, IL-17, IL-23, IL-25, IL-21, IL-9 e IL-10
incrementaron significativamente tras la infeccién (Figura 40), destacando por su
sobreexpresion la IL-21 y la IL-25. En este caso, siendo el tejido que directamente contacta con
el agente infeccioso intestinal y sus productos de excrecidn/secrecidn, se observa una respuesta
semejante a la detectada en nddulos linfaticos mesentéricos, pero mas marcada.

El perfil de citoquinas descito nos muestra un equilibrio entre una respuesta inicial de
instauracion de la infeccidon tipo Th1l7, que se acompafia de la sobreexpresiéon de: IL-6, IL-23,
IL-21 e IL-17, y la respuesta Th9 promovida por el epitelio intestinal de control o eliminacidn del
pardsito promovida por la IL-25 y resultando en la produccién de IL-9.

IL-23 IL-10
15 2

*
*
1,5
1
1 EC N|NF
0,5
0,5 IL-12
1,5
0 0
1
IL-25 IL-17
3 2,5 05
2 # ; ®
0
. g 15
g15
i 1
0,5 . 0,5 IL-9
2,5
0

RQ
RQ

RQ

0 2 *
g 15
IL-21 ’
4 25 IL-6 = ;
3,5 *
3 2 05
2,5 o 15 0
g 2 =
s 1

1
05

0‘5 .
0 0

Figura 40.- Niveles de citoquinas expresadas en PP de ratdn tras la infeccidn por A. tetraptera. Cantidades
relativas (RQ) de expresion (mRNA) respecto a los animales control y normalizado con B-actina.
Las barras verticales muestran la desviacion estandar. (C: control; INF: infectado). (*) Diferencia
significativa (p<0,05).
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4.2. ENSAYOS DE VACUNACION EN EL MODELO EXPERIMENTAL A. tetraptera-
RATON

Tras conocer las condiciones éptimas para la infeccidn con A. tetraptera en ratén, y una
vez caracterizada la respuesta inmunoldgica del ratén frente al parasito, se empled este modelo
experimental para la realizacién de ensayos de vacunacién estudiando la capacidad protectora
del péptido PP2A recombinante (PP2Ar). Estos ensayos se realizaron utilizando el péptido PP2Ar
formando parte de diferentes formulaciones. El primer paso fue analizar la eficacia y seguridad
de éstas.

4.2.1. Evaluacidn de la eficacia de la vacunacién con el péptido PP2Ar segun la férmula y la via de
administracién

Como se ha detallado en el apartado de Material y Métodos, las formulas vacunales
ensayadas incluyen el antigeno constituido por el péptido recombinante (PP2Ar) combinado
con: a) FV-CMC: mucoadhesivos como la carboximetilcelulosa (CMC) para conseguir un efecto
“parche” sobre la mucosa nasal y paredes bacterianas como inmunoestimulante; b) FV-PLU:
Plurénic (PLU) y paredes bacterianas; c) FV-PEI: Polietilenimina (PEl) por su capacidad de formar
complejos a nanoescala con el antigeno; y d) el lipopéptido PP2Ar-OVS, molécula que conjuga la
proteina recombinante con la oleico vinil sulfona (OVS).

Con el fin de seleccionar la formulacion de la vacuna mas efectiva frente a las
infecciones por A. tetraptera, se analizd la eficacia protectora de las distintas férmulas
empleando diferentes pautas de administracion. La via intranasal (in) constituye una via de
inoculacion idénea para los ensayos de vacunacion por su facil administracién y por su
capacidad para desarrollar respuestas inmunitarias de mucosa. Sin embargo, en este trabajo se
investigd si la combinacién con la via de administracién subcutanea (sc) potenciaria el efecto de
la vacuna. Por tanto, se siguieron dos protocolos de administracién, en un caso se realizé una
inmunizacion repetida, consistente en dos inmunizaciones intranasales (in/in); y en un segundo
protocolo se realizé una primera inmunizacion via subcutanea seguida de otra intranasal (sc/in).

En primer lugar, se analizaron los resultados tras el protocolo de doble inmunizacién
intranasal, con 10 dias de diferencia, seguida de la infeccién experimental o reto. Tras el
sacrificio de los animales, a los 20 dias post-reto (d.p.r.) se llevé a cabo un recuento de los
vermes y se obtuvieron los siguientes datos de infeccion respecto al grupo denominado “control
de infeccion” (INF), los cuales no recibieron inmunizacion previa a la infeccidn (Tabla 11).

Las férmulas que ofrecieron mayor proteccidn, por mostrar valores de infeccidn
inferiores al grupo INF, son la férmula PLU (FV-PLU), con un 80% de proteccién, sélo 3 de los 15
animales resultaron infectados; y la formula CMC (FV-CMC) con la que se obtuvo una proteccion
del 73%. La utilizacion de ambas férmulas, ademas de proporcionar el menor porcentaje de
animales infectados, provocd que los animales infectados mostraran una carga parasitaria mas
baja, con un maximo de 5 vermes con la FV-CMC y 1 verme con la FV-PLU. Estas dos féormulas
tienen en comun, por un lado, el empleo de mucoadhesivos o espesantes que probablemente
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hayan condicionado la presentacién antigénica y hayan dificultado el aclaramiento mucociliar de
las mismas y, por otro lado, la inmunomodulacién proporcionada por las paredes bacterianas.

Tabla 11.- Niumero de animales ensayados (n) con cada formulacién y resultados de
infecciéon tras una doble inmunizacién intranasal (in/in). Media, desviacién
estandar y rango de vermes recuperados. (Lipopéptido: PP2Ar-OVS, CMC:
carboximetilcelulosa, PLU: plurdnic, PEI: polietilenimina).

FV n2 %
(in/in) n infectados de proteccion Media £ SD Rango
INF 15 12 20 11,4+9,9 [0-20]
Lipopéptido 10 8 20 32,7+26,8 [0-60]
Férmula CMC 15 4 73 1,8+3,6 [0-5]
Férmula PLU 15 3 80 0,4+ 0,5 [0-1]
Férmula PEI 5 4 20 15,0+ 21,8 [0-40]

Por el contrario, el grupo que recibié el lipopéptido PP2Ar-OVS, al igual que el grupo
inmunizado con FV-PEIl, presentaron porcentajes de infeccién similares al grupo control no
inmunizado (INF). En cuanto a la carga parasitaria, en ambos casos se obtuvieron valores medios
muy superiores al control. Por tanto, con estos resultados se descarté la utilizacion de estas dos
féormulas vacunales para la inmunizacion de ratones frente al nematodo A. tetraptera ya que,
lejos de proteger, parecen favorecer la infeccidn tanto por los datos de porcentaje de infeccion
como por las medias de vermes recuperados tras la infeccion.

Paralelamente, se analizd la eficacia de las distintas formulaciones tras su
administracidén siguiendo la pauta de inmunizacion combinada, primero subcutdnea y a los 10
dias una inmunizacion intranasal, seguida de la infeccion experimental. El procedimiento
seguido es igual al descrito anteriormente, haciéndose un recuento de vermes tras el sacrificio a
los 20 d.p.r. (Tabla 12).

Tabla 12.- NUmero de animales ensayados (n) y resultados de infeccion tras una doble
inmunizacion subcutanea/intranasal (sc/in). Media, desviacion estandar y rango
de vermes recuperados. (Lipopéptido: PP2Ar-OVS, CMC: carboximetilcelulosa,
PLU: plurénic, PEI: polietilenimina).

FV n? %
(sc/in) : infectados proteccién Media £ SD Rango
INF 15 12 20,0 11,499 [0-20]
Lipopéptido 5 4 20,0 12,7 +5,8 [0-30]
Férmula CMC 10 3 70,0 1,8+1,3 [0-5]
Férmula PLU 10 4 60,0 2,1+3,2 [0-6]
Formula PEI 5 4 20,0 32,4+11,2 [0-40]
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Los datos obtenidos con esta via de inmunizacién muestran que las férmulas con mayor
capacidad protectora han sido, como en el caso anterior, FV-CMC y FV-PLU; consiguiendo
elevados porcentajes de animales no infectados, con un 70% y un 60%, respectivamente.
Ademas de menos animales infectados, en aquellos en los que si se detectaron vermes, se
contabilizaron muy pocos ejemplares. Tampoco en este caso, con el cambio de via de
administracién, las otras dos fédrmulas, Lipopéptido PP2Ar-OVS y FV-PEI, demostraron conferir
proteccion, por lo que quedan descartadas como posibles férmulas vacunales ya que a pesar de
compartir el mismo péptido recombinante que las otras dos féormulas, tal vez el efecto de los
mucoadhesivos fuera necesario para estimular una respuesta inmunitaria protectora.

Analizado el conjunto de los datos de eficacia de proteccién obtenidos, se selecciond a
las formulas FV-CMC y FV-PLU para continuar con los estudios de vacunacion utilizando la doble
administracién via intranasal, por mostrar mejores resultados.

Un aspecto esencial en la formulacién de vacunas es la eleccién de los adyuvantes
adecuados para potenciar la respuesta frente al antigeno inoculado, asi como la combinacidn
con inmunomoduladores que promueva determinados tipos de respuesta. Por ello, se realizaron
de forma paralela ensayos incluyendo grupos de animales a los que se les inoculd Unicamente
los adyuvantes (Ady) (mucoadhesivos y paredes bacterianas) siguiendo el mismo protocolo de
vacunacion e infeccion experimental, para evaluar los efectos de los adyuvantes por si mismos
sobre la infeccion.

Tabla 13.- Niveles de proteccion obtenidos con FV-CMC y FV-PLU segun la
via de administracién (in: intranasal; sc: subcutdnea). Grupos
ensayados: FV-R: formula vacunal con PP2Ar y reto; Ady-R:
adyuvantes y reto.

\./IE?S de ., Inmunizacion % de proteccion
administracion
Ady-R (n=9) 30,0
in/in
FV-R (n=15) 73,3
FV-CMC
Ady-R (n=6) 40,0
sc/in
FV-R (n=10) 70,0
Ady-R (n=9) 40,0
in/in
FV-R (n=15) 80,0
FV-PLU
Ady-R (n=6) 33,3
sc/in
FV-R (n=10) 60,0
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Seglin muestra la Tabla 13, la administraciéon de los adyuvantes sin péptido
recombinante mostré cierto nivel de proteccion (entre el 30 y el 40%) que no alcanzé los niveles
de las formulas que contienen el antigeno PP2Ar, que proporcionaron niveles de proteccion
entre el 60 y el 80%.

Los adyuvantes, por si mismos, ejercieron un papel protector importante quizas
conferido por las paredes bacterianas que ambas férmulas presentaban, ya que por si mismas
pueden estimular una respuesta Th2 especialmente cuando la via de administracion es a través
de mucosa.

Por su parte, como ocurria en los primeros ensayos de eficacia, los mucoadhesivos por
su viscosidad y facilidad para formar peliculas ejerciendo un efecto “parche”, han proporcionado
en ambos casos, elevados porcentajes de proteccidn, pero especialmente en el caso del Plurdnic
F127°.

4.2.2. Evaluacién de la seguridad de la vacunacién con el péptido PP2Ar segun la férmula y la via de
administracion

Para valorar la seguridad de las formulaciones candidatas para la vacunacion, FV-CMC y
FV-PLU, siguiendo ambas pautas de administracién ensayadas, se revisd6 semanalmente el
estado general de los ratones, y se llevé a cabo un registro del porcentaje de dafios en general
mostrados por el ratén y el porcentaje de muertes dentro del grupo.

En este estudio se analizaron los animales que recibieron la férmula con PP2Ar (FV), asi
como los que recibieron solo adyuvantes (Ady), divididos en dos subgrupos: uno en el que solo
fueron inmunizados y otro en el que ademas se retaron (R).

Cuando se inmunizé con CMC y paredes bacterianas, la administracion intranasal doble
tanto de la férmula con PP2Ar, como solo de los adyuvantes resultd ser 100% segura (Tabla 14).
Solo se registraron dafios y muertes al emplearse la via subcutanea incluyendo o no al antigeno
(FV y Ady). En este caso, los animales que inicialmente mostraron heridas y peor estado general
finalmente murieron, con una mayor incidencia de dafios y muertes en animales que ademas se
expusieron a la infeccién por A. tetraptera.

En el caso de la férmula que contenia PLU asociado a paredes bacterianas, ambas pautas
de administracién resultaron ser 100% seguras para todos los grupos ensayados, no se observo
ningln dafio y ninguna muerte entre los animales a los que se administré. En este caso,
cualquiera de las dos pautas de administracion podria ser empleada en términos de seguridad.
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Tabla 14.- Animales dafiados y muertes con la Férmula CMC segun la via
de administracion (in: intranasal; sc: subcutanea). Grupos
ensayados: Ady: adyuvantes (CMC y PB), Ady-R: adyuvantes y
reto, FV: férmula vacunal con PP2Ar y FV-R: férmula vacunal
con PP2Ar y reto.

DANOS MUERTES

cMmcC
n % n %

Ady (n=9) 0 00 |0 00

Ady-R (n=9) ol 00 |0 00
in/in

FV (n=15) 0 00 |0 00

FV-R (n=15) ol 00 [0 00

Ady (n=9) 1 11,1 | 1 111

Ady-R (n=9) 2 222 | 2| 222
sc/in

FV (n=15) 1 67 |1 67

FV-R (n=15) 2 13,3 2 13,3

Realizando una valoracion detallada de los resultados expuestos hasta el momento, y
con el objetivo de seleccionar la mejor opcién para estudios posteriores y su aplicacién en la
prevencion de las nematodiasis, cabe decir que la férmula FV-CMC ha conseguido prevenir la
infecciébn en un mayor numero de animales (protecciéon del 73%) con la administracion
exclusivamente intranasal, considerada a partir de ahora de eleccidn por ser la mas segura. Con
respecto al control de infeccién, se observa como la inmunizacién previa a la infeccion produce
una disminucion de la infeccién en un 50%. La utilizacién de los adyuvantes CMC y paredes
bacterianas, por si mismos, también disminuye el porcentaje de infeccién un 10%, pero es un
43,3% mayor en el caso de la féormula con el antigeno PP2Ar. Adicionalmente la FV-CMC ha
producido una disminucidn en el nimero de vermes recuperados, con una media de 1,8 vermes
por animal, mientras que al inmunizar con solo los adyuvantes la media fue de 8,7 siendo en el
grupo control de infeccion de 11,4 vermes.

Empleando la férmula con Plurénic (FV-PLU) junto a paredes bacterianas como
adyuvantes, para las pruebas de inmunizacién (in/in), produjo una disminucién de la infeccion
en un 60% respecto a los animales control. En este caso también la inmunizacion con solo los
adyuvantes disminuyd el porcentaje de animales infectados en un 10%. Con esta férmula la
media de vermes recuperados es de 0,4 vermes por animal, lo que corrobora el elevado nivel de
proteccién. El grupo Ady-R, tuvo una media de 10 vermes, muy cercano a los 11,4 del grupo
infectado por lo que los efectos protectores se deben en gran medida al antigeno PP2A incluido
en la vacuna, efectos potenciados por los adyuvantes.
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Por lo tanto, con estos resultados hemos seguido analizando la respuesta de los
animales a la infeccién tras la inmunizacién con estas dos férmulas y la inmunizacién doble
intranasal.

4.3. ESTUDIO DE LA RESPUESTA DEL RATON A LA INFECCION TRAS LA
INMUNIZACION.

4.3.1. Andlisis de las poblaciones leucocitarias en los ensayos de vacunacién

El recuento leucocitario en sangre periférica de ratén se realizé con el objetivo de
analizar las variaciones en las poblaciones de leucocitos asociadas a la infeccidén tras la
inmunizacion. La sangre total fue recogida del seno venoso de todos los ratones de cada gurpo
en el momento del sacrificio en tubos con anticoagulante y se analizé mediante citometria de
flujo. Para ello se empled el marcaje especifico del cluster de diferenciacién CD45 o antigeno
comun de linfocitos maduros. Como hemos comentado anteriormente, este marcador
permanece estable en leucocitos maduros, mientras que eritrocitos y plaquetas maduras no lo
expresan. Todos los leucocitos expresan antigeno CD45: los linfocitos expresan altos niveles, los
monocitos niveles intermedios, mientras que los granulocitos expresan bajos niveles, situacidon
qgue permite el estudio de la expresion de este antigeno de superficie que, juntamente con el
tamano de las distintas poblaciones, permite distinguir el linaje celular.

El recuento leucocitario se ha realizado en los grupos de animales inmunizados con las
formulas vacunales mas eficaces, FV-CMC y FV-PLU tras el reto, y los resultados se han
comparado con los datos normales referencia para ratén, los obtenidos en el grupo control de
infeccion (INF) y un grupo control al que se ha inyectado Unicamente los adyuvantes y se ha
infectado posteriormente (Ady-R).

Se determinaron los porcentajes de neutrdfilos, linfocitos y eosinéfilos en sangre
periférica de animales empleados en los ensayos de inmunizacion. Los resultados se indican en
la Tabla 15, donde se incluyen ademas el resto de células blancas (mastocitos, basdfilos...)
englobadas en “Otros”.

Todos los animales de los ensayos de vacunacién presentan valores de neutréfilos
inferiores a los valores normales en ratén, y a los animales control de infeccién, tanto los
inmunizados con la férmula vacunal, como los que recibieron solo los adyuvantes, demostrando
gue en todos los casos la inmunizacion y reto tuvieron efectos inmunomoduladores sobre la
leucopoyesis. Esto ha sido ya descrito para algunas infecciones bacterianas, trastornos alérgicos,
enfermedad inflamatoria intestinal y tratamientos con ciertos farmacos, en las que los
neutrofilos se destruyen con mas rapidez de lo que tardan en producirse.
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Tabla 15.- Recuento leucocitario (%) obtenido mediante citometria de flujo en los
ensayos de vacunacion con FV-CMC y FV-PLU. Grupos: INF: control
infeccién, Ady-R: adyuvantes y reto y FV-R: férmula vacunal con PP2Ar y

reto.
Neutréfilos | Linfocitos | Eosindfilos | “Otros”
Valores referencia [57-67]1% @ [25-33] % [1-3]% [0-7] %
INF 47,3 41,5 3,4 7,9
Ady-R 26,4 67,3 1,5 4,8
cMmcC
FV-R 29,0 65,8 1,6 6,6
Ady-R 41,9 53,7 1,5 3,0
PLU
FV-R 28,6 67,4 0,6 3,7

Por el contrario, los animales de todos los grupos experimentales presentan niveles
elevados de linfocitos, superando al valor de referencia y con valores para los inmunizados y
retados mayores que los de los infectados.

En el caso de los eosindfilos, aunque cabria esperar un aumento en sangre periférica
asociado a la infeccién con nematodos, los valores se encuentran dentro de la normalidad para
los animales inmunizados en todas sus variantes, aunque estan por debajo del grupo control de
infeccion que supera minimamente el de referencia. Lo mismo ocurre con el grupo de otras
células blancas sanguineas, donde los animales inmunizados previamente a la infeccidn
presentan valores inferiores al grupo control INF, aunque dentro de los valores normales, a
excepcion del grupo FV-CMC-R.

En resumen, aunque con ambas férmulas, FV-CMC y FV-PLU, se consiguid un porcentaje
de infeccidén reducido, a nivel sanguineo las alteraciones leucocitarias detectadas son muy
similares entre grupos y subgrupos de animales inmunizados e infectados y siguen el patrén
clasico de infeccidon: bajo porcentaje de neutrdfilos y alto de linfocitos y sin llegar a demostrarse
eosinofilia, que solo es apreciable en casos de infeccion sin previa intervencién. Sin embargo,
para los animales inmunizados con FV-PLU la presencia del antigeno PP2Ar intensifica las
alteraciones descritas para neutroéfilos y eosindfilos.

Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta el tiempo al que se sacrificaron
los animales tras la infeccién, que fue de 20 dias tras el reto. Probablemente los animales
retados se infectaron, pero la expulsion fue rapida a causa de la inmunizacion previa, y aunque
el numero de vermes recuperado fue bajo, es posible que los valores sanguineos aun no se
hubieran normalizado. La falta de eosinofilia podria ser también debido a este motivo ya que, la
carga parasitaria debido a la inmunizacion previa fue menor, y no se llegd a desarrollar una
respuesta completa a la infeccién.
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4.3.2. Andlisis de la respuesta humoral en los ensayos de vacunacion. Isotipos y cinética de
produccion.

Para investigar el efecto de la inmunizacién modulando la respuesta inmune del
hospedador ante la infeccion, se analizé la respuesta de anticuerpos generados por la
inmunizacion y tras la infeccion en ratén, para los diferentes ensayos de vacunacién. La
determinacidn de anticuerpos se realizé tanto a nivel sistémico, en suero, como a nivel local en
mucosa intestinal. Para determinar los niveles de inmunoglobulinas se utilizo la técnica de ELISA
indirecto empleando extracto total del nematodo como antigeno tal y como se ha especificado
anteriormente. Se analizaron los isotipos: IgG, IgM, IgA e IgE en suero e IgAs, 1gG e IgE en
mucosa.

4.3.2.1. Respuesta de anticuerpos en suero

Los niveles de anticuerpos en suero se analizaron para cada férmula vacunal (FV-CMC-R
y FV-PLU-R), su control de adyuvantes (Ady-R) y el control de infeccidon (INF), y un grupo de
animales sin intervencién (C). Los tiempos a los que se tomd muestra sanguinea fueron: antes
de cualquier tratamiento (t=0), a los 10 y 20 dias tras la inmunizacion (d.p.i.), a los 10 dias de
infeccidon experimental o reto (10 d.p.r) y a los 20 dias post-reto (20 d.p.r.) coincidiendo con el
sacrificio.

Se analizaron los niveles de IgM, IgG, IgA e IgE en sueros de animales inmunizados
(PP2Ar junto con CMC vy paredes bacterianas) y retados, comparandolos con los
correspondientes controles. Los niveles de IgA e IgE, no experimentaron ninguna diferencia
entre grupos y Unicamente en el caso de la IgE se observé un ligero aumento como
consecuencia de la infeccidn, pero sin variacion aparente asociada a la inmunizacion.

Los niveles de IgM e IgG mostraron diferencias significativas entre grupos (Figura 41).

Aunque la infecciéon por si misma produce un aumento en los valores de IgM (grupos INF
y Ady-R), se puede observar como los animales inmunizados con FV-CMC y posteriormente
retados tienen valores todavia mayores de esta inmunoglobulina. En este grupo Ia
concentracién de IgM aumenta significativamente a los 20 dias tras la inmunizacién vy tras la
infeccion, con diferencia significativa respecto a sus grupos controles C, INF y Ady-R. Los valores
séricos de IgM en el grupo al que se le ha administrado Unicamente carboximetilcelulosa y
paredes bacterianas (Ady-R), se mantienen cercanos a los valores del grupo control hasta el
reto, donde se ve un aumento progresivo muy similar al infectado, por lo que la respuesta mas
marcada detectada en el grupo que recibié la férmula vacunal mas aumentada parece
relacionarse con la presencia de PP2Ar.

Al analizar los niveles séricos de IgG tras el ensayo de vacunacién con FV-CMC-R, se
observa en comparacién con IgM un incremento ligero con la inmunizaciéon que es potenciado
por la infeccion, alcanzando niveles destacables a partir de los 10 d.p.r. mostrando una
diferencia muy significativa con respecto a los controles. En este caso, la administracion de los
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adyuvantes exclusivamente produce una ligera variacion en los niveles de 1gG a tiempo 20 d.p.i.
respecto al grupo de ratones INF.
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Figura 41.- Variacion de la respuesta de anticuerpos en suero inducida por la infeccion de ratones ICR
con A. tetraptera tras la inmunizacidn previa con FV-CMC. La concentracion y cinética de los
anticuerpos IgM e 1gG se analizé mediante ELISA indirecto, utilizando 3ug de extracto total
de A. tetraptera y usando mezclas de suero diluidas 1/200 procedente de animales control
(C), ratones infectados (INF), control de adyuvantes retado (Ady-R) y grupo inmunizado con
FV-CMC-R conteniendo la proteina PP2Ar y retado (n=10/grupo). Los anticuerpos
secundarios se diluyeron 1/4.000. (*) Diferencia significativa con respecto C; (+) diferencia
significativa respecto INF; (*) diferencia significativa respecto Ady-R (p<0,05).

Estos resultados sugieren que la inmunizacién con FV-CMC, conteniendo al péptido
PP2Ar, ha potenciado la respuesta humoral frente a la infeccién elevando los niveles de IgM e
IgG a nivel sistémico de forma considerable respecto a los de una infeccién sin inmunizacion
previa y respecto a los de los animales que Unicamente recibieron adyuvantes.

Debido a que no se obtuvieron diferencias entre grupos para IgA e IgE, con la férmula
FV-CMC, no se muestran los resultados.

88



Los resultados obtenidos cuando se inmunizé con la férmula FV-PLU (PP2Ar, Plurénic y
paredes bacterianas) como paso previo a la infeccién se muestran en la Figura 42. Los niveles de
IgM, aumentaron en todos los casos tras la infeccidn en relacién al grupo control. Sin embargo,
en el grupo FV-CMC, la inmunizacidn produce un aumento en los niveles de IgM ya desde los 10
dias tras la inmunizacién (10 d.p.i.) y de forma mas marcada tras la infeccidn, con diferencias
significativas con respecto al resto de grupos.
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Figura 42.- Variacion de la respuesta sistémica inducida por la infeccion de ratones ICR con A. tetraptera tras
la inmunizacién previa con FV-PLU-R. La concentracion y cinética de los anticuerpos IgM e IgG se
analizé mediante ELISA indirecto, utilizando 3ug de extracto total de A. tetraptera y usando
mezclas de suero diluidas 1/200 procedente de animales control (C), ratones infectados (INF),
control de adyuvantes retado (Ady-R) y grupo inmunizado con FV-PLU conteniendo la proteina
rPP2A y retado (n=10/grupo). Los anticuerpos secundarios se diluyeron 1/4.000. (*) Diferencia
significativa con respecto C, (+) diferencia significativa respecto INF, (*) diferencia significativa
respecto Ady-R (p<0,05).

La cinética es similar para los grupos con Ady-R y FV-PLU, en los que los niveles de IgM
aumentan progresivamente, aunque la inmunizacién con PP2Ar produce un aumento mas
marcado que la administracidon del adyuvante que consigue niveles similares al grupo control
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INF a los 20 d.p.r. La administracion del adyuvante no provocé ningln cambio remarcable al
provocado por la infeccion.

Los niveles de 1gG siguen una cinética diferente a la descrita para la IgM. En este caso el
aumento es progresivo y mas marcado para el caso de la inmunizacién con el adyuvante
(Plurdnic y paredes bacterianas). En este caso, y a diferencia de lo que ocurria con la férmula
anterior, tanto con la férmula FV-PLU como con su control de adyuvantes Ady-R, los niveles de
IgG detectados fueron significativamente mayores respecto al grupo INF. En este caso, tanto el
adyuvante como la férmula vacunal con PP2Ar potencian el aumento en los niveles de IgG,
aumentados a consecuencia de la infecciéon. Es posible que las paredes bacterianas sean
probablemente el componente estimulador de la respuesta inmunitaria y que esta respuesta se
vea ligeramente potenciada por PP2Ar.

No se obtuvieron diferencias entre grupos para IgA e IgE, y por tanto no se muestran los
resultados.

4.3.2.2. Respuesta de anticuerpos en mucosa

Para valorar la respuesta local a la infeccidn a nivel intestinal se obtuvieron las mucosas
del colon de los animales, tras el sacrificio, por tanto, se estudié un Unico tiempo: 20 dias post-
reto (20 d.p.r). Se analizaron los niveles de IgA secretora (IgAs), |gG e IgE mediante ELISA
indirecto frente a extracto total de A. tetraptera.
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Figura 43.- Variacion de la respuesta de IgAs en mucosa intestinal en ratones ICR inducida por la
infeccion con A. tetraptera tras la inmunizacién con FV-CMC y FV-PLU. La
concentracion de los anticuerpos IgAs fue determinada mediante ELISA indirecto
frente a extracto total de A. tetraptera usando mezclas de mucosas procedente de
animales control (C), ratones infectados (INF), control de adyuvantes retado (Ady-R) y
grupos inmunizados con PP2Ar y retados (FV-CMC y FV-PLU) (n=10/grupo) obtenidas
en el momento del sacrificio y diluidas 1/100. Los anticuerpos secundarios se diluyeron
1/2.000. (*) Diferencia significativa con respecto C, (+) diferencia significativa respecto
INF, (7) diferencia significativa respecto a sus controles internos (Ady) (p<0,05).
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Como ya se comentd anteriormente los niveles de IgAs (anti-A. tetraptera) a nivel local
se encontraron significativamente elevados como consecuencia de la infeccion (grupo INF)
respecto a los animales control (C). En el caso de los animales inmunizados con FV-CMC este
aumento en los niveles de IgAs se ve potenciado, mientras que la administracién de los
adyuvantes (CMC y paredes bacterianas) provocd niveles proximos al animal control, sugiriendo
que la carboximetilcelulosa junto a las paredes bacterianas disminuyen el efecto provocado por
la infeccion a nivel de respuesta de anticuerpos local.

En cuanto a los ensayos con la férmula que contiene Plurénic, ambos grupos
inmunizados sin y con PP2Ar (Ady-R y FV-PLU-R) presentan valores que, aunque ligeramente
aumentados respecto al grupo control de forma significativa, estan por debajo de los niveles de
IgAs detectados en el grupo control de la infeccion (INF) y son mucho menores que en el grupo
experimental FV-CMC-R. Con esta formula vacunal, parece ser que la inclusidon de la proteina
recombinante PP2Ar no induce ninguna respuesta local diferente a la provocada por los
adyuvantes por si mismos y en ambos casos la respuesta de anticuerpos se ve reducida respecto
al control de infeccién. Por tanto, los mecanismos que han conferido efecto protector a dicha
formula (FV-PLU) no parecen ser especificos y probablemente estén asociados a una activacion
inespecifica por parte de las paredes bacterianas.

Aunque otros mecanismos inmunolégicos pueden haber jugado un papel importante en
la expulsién temprana de los nematodos tras la inmunizacidn, produccién de moco aumentada,
hipercontractilidad intestinal, mastocitosis..., la produccion e IgAs especifica anti-Aspiculuris se
postula como de mayor relevancia ya que tras la neutralizacién de los nematodos por los
anticuerpos secretados aumenta su susceptibilidad a la expulsion provocada por el resto de
fendmenos inmunitarios locales. Por ello, y dado que sdlo con FV-CMC parece verse claramente
este fendmeno de proteccién especifica frente a A. tetraptera en asociacion a la PP2Ar se
selecciona a esta férmula vacunal como la mejor candidata para continuar con el analisis y
desarrollo de una vacuna eficaz.

4.3.3. Andlisis de las proteinas del extracto de A. tetraptera reconocidas por los anticuerpos del
ratén a lo largo del ensayo de vacunacién con FV-CMC

Para analizar si la respuesta inmunitaria detectada era debida a proteinas concretas del
pardsito, realizamos un Western-blot e inmunodeteccidn, utilizando extracto total de A.
tetraptera, para investigar qué bandas inmunogénicas eran reconocidas por los anticuerpos
detectados en suero y mucosa de los ratones sometidos a los ensayos de inmunizacién con la
formula FV-CMC, conteniendo los adyuvantes CMC y paredes bacterianas y el antigeno PP2Ar.

En la Figura 44 se muestran los resultados obtenidos a lo largo del ensayo de vacunacién
tras la inmunizacién (10 d.p.i. y 20 d.p.i.) y el reto (10 d.p.r. y 20 d.p.r). Como controles se
utilizaron el grupo de animales infectados experimentalmente sin inmunizacidn previa (INF) y el
grupo no inmunizado ni retado (C).
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Figura 44.- Las IgGs del suero de animales inmunizados con FV-CMC y retados reconocen
especificamente proteinas del extracto total de A. tetratera. 40ug de extracto total de
pardsito fueron cargados en un gel SDS-PAGE (10%). Tras la transferencia, las membranas
se tifieron con Ponceau para el control de carga, y se incubaron con una mezcla de sueros
(diluidos 1/100) de ratones de los grupos control (C y INF) y del grupo de ratones
infectados y vacunados, tras la inmunizacién (10 y 20 d.p.i.) y tras el reto (10 y 20 d.p.r.).
Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgG (GAM) diluido 1/20.000.

No se visualiza ninguna banda especifica tras la incubacién con suero de ratones no
retados. Por tanto, la inmunizacién con PP2Ar no produce la generacion de IgGs especificas
contra ninguna proteina del parasito. Sin embargo, una banda situada entre 25 y 37kDa es
claramente visible como consecuencia de la incubacién con suero de animales infectados con A.
tetraptera, tanto en el grupo control de la infeccion (INF) como en el grupo inmunizado
previamente con FV-CMC. La intensidad de la seial de esta banda aumenta progresivamente
con el tiempo de infeccidn, y es mas intensa en el grupo inmunizado que en el grupo no
inmunizado previamente. Por tanto, aunque la inmunizacién por si misma, no produce ninguna
respuesta especifica si que potencia la respuesta generada tras la infeccién. La banda
reconocida tiene un tamafio compatible con la proteina PP2A del parasito. Estos resultados son
coherentes con los datos obtenidos con los ensayos ELISA descritos anteriormente, en los que
los niveles de IgG en suero aumentan de forma mas importante tras la infeccién, alcanzando los
valores mas altos a los 20 d.p.r. en el grupo inmunizado FV-CMC.

Con el mismo objetivo, se realizé un Western-blot e inmunodeteccién para analizar si
proteinas especificas del parasito eran reconocidas por las IgAs de la mucosa generadas en el
grupo experimental FV-CMC. Los resultados se compararon con los controles C e INF, siguiendo
el mismo disefio anterior (Figura 45) aunque Unicamente se disponen de datos a los 20 dias
post-reto, en las mucosas obtenidas tras el sacrificio de los animales.
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Figura 45.- La IgAs en la mucosa de animales inmunizados con FV-CMC y retados reconocen
especificamente proteinas del extracto total de A. tetratera. 40ug de extracto total de
pardsito fueron cargados en un gel SDS-PAGE (10%). Tras la transferencia, las
membranas se tifieron con Ponceau para el control de carga y se incubaron con una
mezcla de mucosas (diluidas 1/100) de ratones de los grupos control (C y INF),
infectados y del grupo de ratones infectados y vacunados tras el sacrificio (20 d.p.r).
Como anticuerpo secundario se utilizé anti-IgA (GAM) diluido 1/20.000.

En este caso las IgAs de mucosa parecen reconocer una serie de bandas de distintos
pesos moleculares que son reconocidas en los animales no inmunizados pero que dan una sefal
mas intensa cuando los ratones han sido inmunizados previamente, tal y como indican los
resultados de ELISA descritos. De nuevo los resultados indican que la inmunizacién potencia la
respuesta inmunoldgica desencadenada por la infeccidén, aunque, en este caso, de la respuesta
generada a nivel local es mas generalizada frente a diversas proteinas del parasito.

4.3.4. Andlisis histolégico del colon proximal de los ratones inmunizados con FV-CMC

Para el estudio de los cambios producidos en el colon como consecuencia de la
inmunizacion con la férmula FV-CMC previa a la infeccidon con A. tetraptera se llevaron a cabo
diferentes tinciones de cortes semifinos de colon y se analizaron mediante microscopia. Para
ello, y tal como se ha descrito en Material y Métodos, se tomaron muestras del primer tercio del
colon de los animales y se obtuvieron cortes histolégicos de 4um. Los analisis de las variaciones
histolégicas asociadas a los ensayos de vacunacién se realizaron empleando la tincién
combinada con hematoxilina-eosina (HE) y la tincién PAS-hematoxilina.

El andlisis comparado entre grupos se llevé a cabo con animales control (C), infectados
experimentalmente (INF), inmunizados con la férmula FV-CMC, e inmunizados y retados (FV-
CMC-R).

El analisis general de la morfologia intestinal y de las poblaciones celulares presentes en
el tejido se llevd a cabo sobre cortes tefiidos con hematoxilina-eosina (HE) (Figura 46). Ademas
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de analizar la integridad de la superficie de los pliegues y el tamafio de los mismos, se ha
comparado entre grupos los siguientes rasgos: (a) tamafio de las células caliciformes o
productoras de moco y; (b) cantidad de linfocitos intraepiteliales.

Podemos observar como, de forma general, no se aprecian grandes alteraciones
histoldgicas relacionadas con la inmunizacidn o con la infeccidn, ya que, en todos los casos, se
mantiene la integridad de la mucosa y no se observa aplanamiento de los pliegues por lo que la
arquitectura del colon no se ve comprometida.

A nivel celular, si se aprecia un aumento en nimero y tamafio de las células caliciformes
productoras de moco soluble (a) en todos los casos en comparacién con los ratones control (C),
pero de forma mas marcada para los grupos de animales retados (INF y FV-CMC-R). En el grupo
inmunizado y no retado (FV-CMC) la inmunizaciéon con PP2Ar y adyuvantes ha provocado un
cierto aumento de la produccién de moco, pero en menor grado que el que acompafia a la
infeccidn.
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Figura 46.- Corte histolégico de coldn proximal de animales: control (C), infectado
(INF), inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-R) tefiidos
con HE para analisis morfoldgico. a) Células caliciformes y b) Linfocitos
intraepiteliales. Aumentos empleados 20X y 40X.
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También se puede observar el mismo tipo de comportamiento en relacién a los
linfocitos intraepiteliales (b), aunque en este caso, los animales que muestran una mayor
linfocitosis son los inmunizados y posteriormente retados (FV-CMC-R). Parece ser que la
inmunizacion intranasal ha potenciado la respuesta de mucosa frente a la infeccion, y la
activacion y proliferacion de células caliciformes y linfocitos intraepiteliales pueden ser
responsables de la puesta en marcha de los mecanismos inespecificos (aumento de la
produccién de moco soluble) y especificos (secrecion de IgAs anti-A. tetraptera) que han
conferido proteccion frente a la infeccion.

Para un analisis mas detallado de los cortes histoldgicos tras el ensayo de vacunacion se
empled la tincién PAS-hematoxilina, que tifie de color morado intenso la parte glucidica de las
glicoproteinas, las mucinas del moco que recubre el epitelio intestinal y las del interior de
las células caliciformes de la mucosa del intestino (Figura 47).

CONTROL
INFECTADO

FV-CMC
FV-CMC-R

Figura 47.- Corte histoldgico de colon proximal de animales: control (C), infectado (INF),
inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-R) tefiidos con PAS-
hematoxilina para el marcaje de polisacaridos asociados a glicoproteinas y
mucinas. Aumento empleado 20X.

Al analizar de forma comparada el marcaje obtenido con la tincién se observa como en
los cortes de los animales inmunizados con la férmula FV-CMC las células caliciformes han
aumentado su tamafio, lo que se relacionaria con una mayor produccién de moco soluble que
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serd secretado para recubrir la superficie epitelial como parte de la barrera natural frente a
infecciones. Y como ya se observaba con la tincion HE los cortes de los animales infectados
experimentalmente (INF y FV-CMC-R) muestran ademds de un aumento del tamafio de las
células caliciformes, un aumento en nimero lo que se considera una hiperplasia de las criptas
gue se extienden hasta el borde del pliegue de la mucosa, todo ello asociado a la infeccidn y mas
patente en el grupo de animales inmunizados y retados.

4.3.5. Andlisis, mediante inmunohistoquimica, de la expresidon de guimioquinas en colon de ratén
inmunizado con FV-CMC

La inmunohistoquimica permite mediante marcaje especifico con anticuerpos
fluorescentes analizar la expresidon de moléculas concretas en un tejido mediante el empleo de
microscopia confocal. Las quimioquinas son producidas por diversas células del sistema
inmunitario y otros tipos celulares y tienen la funcién de crear gradientes quimiotacticos que
promueven el desplazamiento de otras poblaciones celulares (neutrdéfilos, linfocitos,
macrofagos...) hacia los tejidos infectados y/o dafiados. Se analizo la expresion de quimioquinas,
sobre cortes histoldgicos de colon, en animales control (C), infectados experimentalmente con
A. tetraptera (INF), inmunizados con la formula (FV-CMC), e inmunizados y retados (FV-CMC-R).

Las quimioquinas analizadas por su participacion en reacciones inmunitarias e
inflamatorias fueron: CCL2 (MCP-1), CCL17 (TARC), GRO 1 (CXCL1), CXCL15 (Lungkine) e IL8
(CXCL8). Como aparece resumido en la tabla 9, la CCL2 esta implicada en el reclutamiento de
monocitos, linfocitos T, baséfilos y mastocitos a los focos inflamatorios; la IL-8 de naturaleza
proinflamatoria es un potente factor quimiotactico de neutréfilos, regula la produccion de
proteinas de adhesion y la formacién de lipidos bioactivos; CCL17 induce la quimiotaxis de
células T; GRO 1 tiene actividad quimioatrayente de neutréfilos y CXCL15 es una citoquina que
se ha descrito en el ratén y recluta neutréfilos, muy abundante en las células epiteliales del
pulmdn pero también en otras mucosas, como el tracto urogenital y gastrointestinal.

En la Tabla 16 se muestran los resultados del marcaje fluorescente observado sobre los
cortes de colon tras la inmunohistoquimica con anticuerpos especificos. Se han empleado signos
para tratar de cuantificar la intensidad de la sefial detectada. El signo (-) indican ausencia de
marcaje especifico y los signos (+) indican presencia de marcaje, siendo (+) ligero, (++) medio y
(+++) fuerte.

El perfil de expresidon de quimioquinas muestra claras diferencias entre animales control
y el resto de grupos experimentales. Los animales del grupo INF, sin inmunizacidon previa,
presentan un aumento de GRO 1 y CXCL15, ambas con efecto atrayente de neutrdfilos.
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Tabla 16.- Intensidad de marcaje seguin la quimioquina diana y la region de la mucosa analizada.

DIANA REGION C INF FV-CMC FV-CMC-R
Punta + - - 4
ini - - ++ ++
ccL2 Tunica
Lamina propia - - - +
Criptas - - +++ ++4+
Punta - - + ++ +
ini - - ++ ++
ccLiz _ Tunica
Ldmina propia - - + +
Criptas - - ++ +++
Punta - - - +
GRO 1 . 7"unlca . - + = -
Lamina propia - + + -
Criptas - + - +
Punta + ++ + ++
Tunica - - ++ ++
CXCL15 L .
Ldmina propia + ++ + +++
Criptas - ++ + +++
Punta - - - +
Tunica - - = +
IL-8 P .
Lamina propia - - + +
Criptas - - + +

La inmunizacién con FV-CMC conteniendo PP2Ar, promueve diferencias en la expresion
de las quimioquinas, estimulandose ademads de la CXCL15, la expresion de otras quimioquinas
como son la CCL2 y la CCL17 con efecto atrayente de monocitos y linfocitos T, respectivamente.
Ademds, también se detecta la presencia de la IL-8 proinflamatoria y atrayentes de varios
grupos celulares como neutréfilos, baséfilos y linfocitos. La infeccion con A. tetraptera tras la
inmunizacion (grupo FV-CMC-R) presenta un perfil de expresién similar al grupo de inmunizados,
pero en este caso la expresidn de quimioquinas es mucho mas marcada, lo que demuestra una
maxima actividad inmunitaria en el grupo vacunado e infectado, asociada a la respuesta local
protectora descrita en el control de infeccién (INF).

Para una mejor compresion de la distribucion de la sefial sobre los cortes, en la Figura 48
se muestran las imagenes de fluorescencia, obtenidas con el microscopio confocal frente a CCL2
(marcaje en rojo) en cortes histolégicos de colon, como muestra de los marcajes que se
consideraron positivos.
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CONTROL FV-CMC

Figura 48.- Marcaje de CCL2 (rojo) en cortes histoldgicos de colon de ratones: control
(C), infectado (INF), inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-
R). El color azul corresponde a los nucleos celulares tefiidos con DAPI. (a)
Punta del pliegue; (b) Tunica muscularis; (c) Ldmina propia; (d) Criptas.
Aumentos 63x.

La quimioquina CCL2 puede ser producida por mdultiples tipos celulares incluyendo
macréfagos, linfocitos, mastocitos incluso células endoteliales, fibroblastos... En la punta del
pliegue predominan los enterocitos y células caliciformes, en la tUnica muscularis podrian estar
producidos por mastocitos y en ldmina propia por leucocitos circulantes que acceden a la
mucosa (linfocitos, monocitos...). El marcaje de esta quimioquina es mas intenso en los animales
FV-CMC-R, en concreto se aprecia un marcaje discreto en moco soluble secretado por las células
caliciformes en el espacio entre puntas de pliegues y en los citoplasmas de los enterocitos de la
parte apical del pliegue, asi mismo se observa sefial de fluorescencia en ldmina propia
(linfocitos, monocitos) alrededor de las criptas.

En cuanto a las imagenes obtenidas para la quimioquina CCL17, atrayente de linfocitos
T, fue observada con mayor intensidad en criptas y en el moco soluble como queda reflejado en
la Figura 49.
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Figura 49.- Marcaje de CCL17 (rojo) en cortes histoldgicos de colon de ratones: control
(C), infectado (INF), inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-R).
El color azul corresponde a los nucleos celulares tefiidos con DAPI. (a) Punta
del pliegue; (b) Tunica muscularis; (c) Lamina propia; (d) Criptas. Aumentos
63x y 100x.

La sefial de CCL17 detectada en animales control (C) e infectados (INF) se considera ruido
de fondo o marcaje inespecifico. En las imagenes correspondientes los grupos que fueron
inmunizados, se puede observar un marcaje discreto focalizado a nivel de las criptas (FV-CMC) y
en punta del pliegue y moco secretado (FV-CMC-R).

La CCL17, producida por macrdéfagos o células dendriticas, es considerada una
guimioquina de tipo Th2 por su papel atrayente sobre estos linfocitos cooperadores, y por tanto
asociada a respuestas humorales frente a infecciones.

4.3.6. Determinacién del perfil de citoquinas en tejidos y érganos linfoides de ratén inmunizado
con FV-CMC

Debido a la importancia de las citoquinas en la modulacion de la respuesta inmunitaria,
para analizar el tipo de respuesta llevada a cabo en el hospedador se cuantificé, mediante PCR
cuantitativa a tiempo real (RT-qPCR) la expresiéon de citoquinas en los principales tejidos
inmunoactivos: bazo, ndédulo linfatico mesentérico (NLM) y Placas de Peyer (PP), utilizando
muestras procedentes de animales control (C), infectados experimentalmente (INF),
inmunizados con la férmula (FV-CMC), e inmunizados y retados (FV-CMC-R), obtenidas tras el
sacrifico de los animales.

Se analizd un espectro amplio de citoquinas asociadas a varias posibles vias de
activacion de la respuesta inmunitaria en respuesta a infecciones intestinales, citoquinas tipo-
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Thl (IFN-y, IL-12, TNF-q, IL-2); citoquinas tipo-Th2 (IL-4); citoquinas tipo Treg (IL-10, TGF-B) y;
citoquinas tipo-Th17 (IL-17, IL-23).

4.3.6.1. Perfil de expresion de citoquinas en bazo

En bazo solo se muestran los niveles de aquellas citoquinas cuya expresion varia
significativamente en el grupo inmunizado y retado con la férmula FV-CMC-R (Figura 50). Para el
resto de citoquinas ensayadas no se observaron diferencias entre grupos por lo que no se
representan.

En general la inmunizacidn (grupo FV-CMC) provocd unos niveles de citoquinas muy
similares al grupo control, por lo que la inmunizacidn en mucosa no se puede relacionar
directamente con la produccion de citoquinas en bazo y solo en los casos de animales retados
(INF y FV-CMC-R) se observan perfiles que indican activacién inmunitaria especifica a este nivel.
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Figura 50.- Perfil de citoquinas en bazo de ratdn tras la infeccién por A. tetraptera. Cantidades relativas (RQ)
de expresion (mRNA) respecto a los animales control y normalizado con [B-actina. Las barras
verticales muestran la desviacion estandar. Control (C), infectado (INF), inmunizado (FV-CMC) e
inmunizado y retado (FV-CMC-R). (*) Diferencia significativa con respecto C, (+) diferencia
significativa respecto INF, (*) diferencia significativa respecto FV-CMC (p<0,05).

Analizando la expresién de citoquinas en el grupo FV-CMC-R respecto al grupo FV-CMC,
se ha detectado un aumento en la expresién de: IFN-y, IL-2, IL-12 y TNF-o. de marcado cardacter
Th1 proinflamatorio, acompanado por un aumento de IL-17 e IL-10, con diferencias significativas
en todos los casos. Es mas interesante, sin embargo, la comparacién de este grupo vacunado
con el no inmunizado (INF). En este caso, la inmunizacién promueve un aumento en la expresion

de las citoquinas: IL-2, TNF-a, IFN-y e IL-10, y niveles inferiores de IL-17 e IL-23.
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4.3.6.2. Perfil de expresidn de citoquinas en nédulo linfdtico mesentérico

En el NLM, asociado al intestino, se han representado los resultados para aquellas
citoquinas en las se ha demostrado un cambio en los niveles de expresiéon en alguno de los
grupos experimentales respecto a los animales control (Figura 51). Para el resto de citoquinas
ensayadas no se observaron diferencias entre grupos por lo que no se representan.
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Figura 51.- Perfil de citoquinas en nédulo linfatico mesentérico de ratdn tras la infeccion por A. tetraptera.
Cantidades relativas (RQ) de expresiéon (mRNA) respecto a los animales control y normalizado
con B-actina. Las barras verticales muestran la desviacion estandar. Control (C), infectado
(INF), inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-R). (*) Diferencia significativa con
respecto C, (+) diferencia significativa respecto INF, (*) diferencia significativa respecto FV-
CMC (p<0,05).

El analisis de citoquinas en nddulo linfadtico mesentérico no ha aportado mucha
informacidn ya que solo se ha detectado una expresién diferencial entre grupos analizados, para
las citoquinas TGF-B e IL-12. Ambas citoquinas estan aumentadas en el caso de los animales INF
(infectados pero no inmunizados) respecto al control. La inmunizacién con FV-CM también
produce un aumento significativo respecto al grupo control y muy similar al producido por la
infeccion en el caso de la IL-12. Al analizar el grupo inmunizado y retado (FV-CMC-R)
observamos un ligero aumento de expresiéon de TGF-B respecto a los animales control, pero
disminuido frente al grupo INF. En el caso de la IL-12, los niveles de expresién no cambian
significativamente respecto al control, pero se encuentran disminuidos respecto a los ratones
que han sido solo infectados o inmunizados. Estos resultados sugieren que la inmunizacion
produce un aumento de la expresion de estas citoquinas que parece suprimir o anular el efecto
de la infeccidn tras la inmunizacién, suprimiendo la respuesta inmunitaria de este tejido a la
infeccion.

4.3.6.3. Perfil de expresidn de citoquinas en placas de Peyer

Como se ha comentado anteriormente, las placas de Peyer (PP) constituyen un tejido
linfoide implicado en una respuesta mas local y se encuentran en la submucosa intestinal. Al
igual que en los casos anteriores se muestran los resultados de expresion para las citoquinas
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TGF-B, IL-23 e IL-17, para las que se ha detectado una expresién diferencial entre los grupos
analizados (Figura 52). Para el resto de citoquinas no se obtuvieron diferencias entre grupos por
lo que no se representan.

TGF-B IL-17
4 ¥ 25 A
s ;
3 l 2 1
25 *
" - 15 ol *
z 2 S 1

’1 | l-.:. l
0,5 g

. mi

1] . 0 .

IL-23 A
+
(] -
g i 1 p<0,05
4

a mC
a ¥ 1 INF
= 3 I_ o

2 | FV-CMC

- | FV-CMC-R
0

Figura 52.- Perfil de citoquinas en placas de Peyer de ratén tras la infeccién por A. tetraptera.
Cantidades relativas (RQ) de expresion (mRNA) respecto a los animales control y
normalizado con B-actina. Las barras verticales muestran la desviacidn estandar. Control
(C), infectado (INF), inmunizado (FV-CMC) e inmunizado y retado (FV-CMC-R). (*)
Diferencia significativa con respecto C, (+) diferencia significativa respecto INF, ()
diferencia significativa respecto FV-CMC (p<0,05).

La infeccion produce un aumento significativo en el caso de las intreleuquinas IL-17 y IL-
23. En PP, la inmunizacién intranasal con FV-CMC ha promovido la expresién de TGF-B, IL-23 e
IL-17, siendo mucho menor el aumento en este Ultimo caso. TGF-B e IL-23 presentan diferencias
significativas incluso respecto al grupo INF.

Los animales infectados y que habian sido previamente inmunizados (FV-CMC-R)
mostraron un aumento en la expresién de las 3 citoquinas, TGF-, IL-23 e IL-17. En todos los
casos, el incremento producido por la infeccién con A. tetraptera se ve potenciado por la
inmunizacion previa, y es de marcado caracter Th17.

En resumen, a nivel sistémico representado en las citoquinas detectadas en bazo se ha
determinado una respuesta inmunitaria asociada a la vacunacion de caracter Th1/Th17 y a nivel
local para las placas de Peyer un predominio Th17, respuesta que se discutird a continuacién.
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5. DISCUSION
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5.1. ESTUDIO DEL MODELO EXPERIMENTAL A. tetraptera-RATON

El establecimiento de un modelo experimental de infeccion por nematodos en ratén
tiene una alta aplicabilidad para el estudio de las interacciones parasito-hospedador, desarrollo
de nuevos farmacos antihelminticos, y todos aquellos estudios de laboratorio que puedan
extrapolarse a otros hospedadores.

Las helmintiasis afectan a mas de mil quinientos millones de personas en todo el
mundo, causando una gran morbilidad y asocidndose a importantes tasas de discapacidad
(Shuford et al., 2016). La morbilidad depende de la carga parasitaria o nimero de vermes
albergados, las personas con infecciones de baja intensidad no suelen presentar sintomas. Las
infecciones mas intensas pueden causar diversos sintomas, entre ellos manifestaciones
intestinales (diarrea y dolor abdominal), desnutricién, malestar general y debilidad, asi como
retraso del crecimiento y del desarrollo intelectual (OMS, 2018).

Las helmintiasis transmitidas por el suelo estan ampliamente distribuidas en zonas
tropicales y subtropicales, especialmente en Africa subsahariana, América, China y Asia oriental.
Mds de 267 millones de niflos en edad preescolar, y mas de 568 millones en edad escolar, viven
en zonas con intensa transmisidon de esos parasitos y necesitan tratamiento e intervenciones
preventivas (OMS, 2018).

La prevalencia en ganaderia de estas infecciones también alcanza niveles preocupantes
en todo el mundo, sobre todo en aquellas especies dedicadas a la obtencién de carne, leche o
lana. Se ha observado que la distribucidén de las parasitosis entre el ganado no es homogénea y
tan sélo un 10% de los animales son portadores de helmintos (Angulo-Cubillan, 2005). El cuadro
clinico mas comun en ganaderia cursa con problemas gastrointestinales que derivan en una
pérdida de peso, un retraso en el crecimiento y una menor capacidad reproductora
(Caracostangolo et al., 2012). El hacinamiento de animales, el uso excesivo de tratamiento
farmacoldgico sin control y la alimentacién insuficiente son condiciones que permiten una
mayor dispersién de las formas parasitas e incluso aumentan la resistencia a los farmacos ya
comercializados, siendo por tanto un grave problema para el sector ganadero (Suarez, 2007). En
términos econdémicos las pérdidas pueden superar los 1.200 millones de euros al afio, a lo que
hay que afiadir lo que se invierte en tratamiento farmacolégico, en torno a los 1.000 millones de
euros (Zajaz, 2006).

El papel del sistema inmunitario en la expulsidn o establecimiento de los parasitos no
estd establecido completamente y este hecho, junto con la variedad de ciclos bioldgicos y
habitats de parasitaciéon de los helmintos, dificulta el desarrollo de terapias antiparasitarias
eficaces, dejando abiertas muchas incégnitas aun por resolver en cuanto a la prevencion y el
tratamiento de las nematodosis. Por tanto, establecer las condiciones optimas para
experimentar con un modelo como el que proponemos, supone una oportunidad para estudios
bioldgicos, inmunoldgicos y terapéuticos en general. Muchos de los helmintos mds frecuentes
son dificiles de estudiar en el laboratorio, ya que han evolucionado conjuntamente con sus
hospedadores y se han adaptado estrechamente a ellos (Reynolds et al., 2016). Por tanto, una
alternativa es estudiar especies parasitas préximas en modelos de laboratorio en ratén para

104



después tratar de extrapolar los resultados a otros nematodos intestinales patdgenos y otros
hospedadores.

En nuestro estudio se ha propuesto el modelo A. tetraptera en ratén, parasito de los
muridos con un ciclo biolégico directo, por lo que la infeccién experimental puede ser, en
principio, sencilla al tratarse de la especie hospedadora habitual o normal (Derothe et al., 1997).
Segun nuestros resultados las condiciones de infeccién mas eficaces fueron aquellas en las que
utilizamos una dosis infectante de dos hembras. Aunque la infeccién con ambas dosis
ensayadas, dos y cuatro hembras, se dio con éxito (73% y 100%), la media y tasa de vermes
recuperados tras el sacrificio fue superior con la dosis de dos hembras. Por este hecho, y por
simplificar la obtencidn de hembras suficientes para la infeccién experimental, se seleccioné la
infeccién con dos hembras como la idénea.

En otros ensayos de infeccion con nematodos en ratdon como en el caso de Trichuris
muris, el tanto por ciento de infeccidn varia segun la cepa de ratén, la dosis infectante y las
veces que se repite la infeccidon (Bancroft et al., 2001); por ello, establecer la especie y cepa
hospedadora, la dosis infectante y la pauta de infeccién fue el primero de los objetivos del
estudio. En el caso de Heligmosomoides polygyrus una sola dosis infectantes con larvas L3
obtuvo valores de infeccidn similares a los nuestros con una tasa de éxito del 86% (Kristan et al.,
2004). Por otra parte, la infeccion con huevos lleva asociada la problematica de su alta
volubilidad, por lo que es dificil trabajar con ellos ya que afecta al éxito de la infeccién
experimental. Por ejemplo, una infeccién con 30.000 huevos por animal de Ascaris suum sélo
infectd con 3,5 adultos por hospedador (Jungersen et al., 1999)

En cuanto al tiempo que debia mantenerse la infeccion en los animales con A.
tetraptera, tras analizar los resultados después de sacrificar a los 30 y 60 dias, se selecciond un
tiempo de infeccién maximo de 30 dias para evitar los problemas de autoinfeccién exdgena
como consecuencia de la maduracion de los huevos en el lecho de la jaula de estabulacién y
reinfeccion tras cumplirse el periodo prepatente. En los animales que estuvieron dos meses
infectados, aun estando estabulados en P2 y limpiandose la jaula exhaustivamente cada dos
dias, se observd la presencia de estadios larvarios acompafiando a los adultos, fruto de nuevas
infecciones secundarias tras la infeccién experimental primaria, con lo que se modificaba la
dosis infectante de forma natural. El ciclo bioldgico de A. tetraptera se completa rapidamente
en tan solo 23 dias, y los huevos a pesar de que no estdn embrionados en el momento de la
puesta, pueden hacerlo en cuestion de 6-7 dias en condiciones dptimas de temperatura, luz y
humedad, como ocurrié en los animales estabulados. Por todo ello, en nuestro caso utilizamos
20 dias para asegurar que no se produjera en ningun caso autoinfeccién. De forma similar, en el
caso del modelo experimental T. muris y raton (Balb/c), el periodo prepatente del nematodo
para que se complete su evolucion hasta adultos y pueda detectarse la infeccién es de 30-32
dias (Klementowicz et al., 2012), por lo que ensayos que excedan los 30 dias estan sometidos a
la posible variacion de la carga parasitaria por autoinfeccion durante el estabulado de los
animales.

El analisis de las variaciones en el recuento leucocitario en sangre periférica asociadas
con la infeccion experimental, y en relacién a los valores referencia en ratén, mostré un
descenso del numero de neutrdfilos (neutropenia) junto con niveles anormalmente elevados de
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linfocitos (linfocitosis). Asimismo, se observé una ligera eosinofilia, rasgo muy comun de las
respuestas inmunitarias frente a helmintos. Estas alteraciones en los niveles de leucocitos,
linfocitosis y eosindfilos, también se observaron en perros parasitados por helmintos
intestinales (Ancylostoma caninum, Toxacara spp. and Dipylidium caninum) en comparacion con
animales no parasitados (Qadir et al., 2010). En ovejas infectadas con Haemonchus contortus,
coincidiendo con nuestros resultados, se encontrd neutropenia y linfocitosis, lo que se relaciond
con la respuesta inmunitaria provocada por los productos de excrecidén/secrecion del parasito
(Mir et al., 2007). Se ha descrito que glicoproteinas presentes en productos de
excrecion/secrecion de Trichuris suis eran capaces de inhibir directamente la activacion de los
monocitos humanos, provocando una baja secrecion de citoquinas inflamatorias como IL-12, y
activando la respuesta del hospedador hacia una Th2 propia de infeccién por nematodos (Kuijk
et al., 2012). Como hemos comentado, el aumento en el recuento de eosindfilos se considera
una caracteristica distintiva de la infeccién por helmintos (Korenaga & Tada, 1994; O’connor et
al., 2007; Cadman et al., 2014; Cooper & Eleftherianos, 2016). Su aumento en sangre periférica'y
en mucosa estd promovido por el aumento sistémico de los niveles de la interleuquina 5 (IL-5),
citoquina asociada a respuestas Th2 relacionadas con inmunoproteccion (Onah et al., 2000). Los
eosindfilos contienen en sus granulos la Proteasa Basica Principal (PBP), enzima que ataca la
superficie de los helmintos de forma efectiva cuando los eosinéfilos desgranulan sobre los
pardsitos dirigidos por las IgE especificas (Sawant et al., 2015; Pitchord et al., 2017). La
liberacién de dichas proteasas altera la homeostasis del intestino aumentando la motilidad
intestinal del hospedador induciendo la expulsién de los nematodos (Gémez-Samblas et al.,
2018). La eosinofilia se ha relacionado con un estado de proteccién frente a helmintiasis en
corderos (Mosman et al., 1986; Pond et al., 1989; Else et al., 1998; O’connor et al., 2006),
aunque es variable en funcion de la especie hospedadora y la carga parasitaria.

Con el fin de caracterizar la respuesta inmunitaria puesta en marcha en nuestro modelo
de infeccidn, se analizaron los niveles de anticuerpos especificos en suero y en mucosa intestinal
a nivel de colon. La infeccidn se asocid con un aumento significativo de las inmunoglobulinas
IgM, IgG e IgE a nivel sistémico desde el inicio de la infeccién y con tendencia ascendente hasta
el punto final de la intervencion. El aumento en la concentracion de las IgM es el mayor de las
inmunoglobulinas analizadas, seguido de las IgG y, en menor grado, de las IgE. Como el sacrificio
de los animales fue rapido tras la infeccidn, es de esperar que el isotipo que predomine sea IgM.
En los estudios realizados por Sotillo et al. (2007) en el modelo Echinostoma caproni-ratén se
observé que inicialmente aumentaba la IgM siendo necesarias 6 semanas de infeccidon para
observar un aumento en los valores de IgG. El aumento de IgG especifica a nivel sistémico
también ocurre en el caso de infeccidn de ratén con H. polygyrus, pero en este caso los valores
de IgG llegan a triplicarse en tan solo 30 dias post-infeccién (Prowse et al., 1978; Pritchard et al.,
1983; McCoy et al., 2008).

En la mucosa intestinal de los animales infectados se observé un aumento de los niveles
de las inmunoglobulinas IgA, 1gG e IgE respecto a los animales control. El aumento de las IgAs
especificas secretadas al lumen intestinal es consecuencia de la respuesta inflamatoria, lo cual
ejercerd un efecto neutralizante sobre el helminto, impidiendo la adhesion a la superficie
intestinal y el establecimiento de la infeccion como parte de los mecanismos promotores de la
expulsién de los mismos. Los niveles de IgE incrementados a nivel local podrian relacionarse con
una sensibilizacion de los mastocitos locales y posterior desgranulaciéon provocando con ello
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inflamacién local mediada por aminas vasoactivas (prostanglandinas y leucotrienos),
guimioquinas, citoquinas y anafilotoxinas, siendo algunas de ellas, sustancias téxicas para los
nematodos (Murray et al., 2009). El aumento de la IgG detectado en mucosa podria deberse a
las IgG presentes en sangre periférica y, por tanto, en los capilares asociados a la mucosa.

Los anticuerpos 1gG presentes en el suero de animales infectados reconocen varias
bandas especificas del extracto total de A. tetraptera tras el Western-blot y la inmunodeteccion,
cosa que no ocurre con los sueros de los animales control. Se detecté una banda con un peso
molecular aproximado de 30kDa que corresponde a una proteina altamente inmundgena puesto
gue origina una seiial, tras la inmunodeteccién, muy fuerte y la tincion Ponceau muestra que no
es una proteina abundante en el extracto total del pardsito, postuldandose por tanto como
marcador de infeccion. En un estudio previo utilizando sueros procedentes de pacientes
diagnosticados de angiostrongiloidosis abdominal, se ha descrito que este suero inmune era
capaz de reconocer una banda de proteinas de alrededor de 30kDa en los homogenados del
nematodo Angiostrongylus costaricensis (Solano-Parada et al., 2010) que correspondia a la
subunidad catalitica de la serina/treonina proteina fosfatasa PP2Ac nativa (36kDa). El peso
molecular de esta proteina coincide con el sefialado para la banda inmunogénica de Aspiculuris
y aunque todavia no hemos identificado la identidad de esta proteina, dado su alto grado de
homologia en diferentes especies, podria tratarse de esta fosfatasa. Ademads, aparece otra
banda en animales infectados respecto al control, alrededor de los 70 KDa, menos intensa, que
podria corresponder a la PP2Aa de 65 kDa, que junto con la PP2Ac constituyen las subunidades
estructurales constantes de la enzima.

Cuando enfrentamos los anticuerpos de mucosa intestinal (IgAs) a las proteinas del
extracto total del parasito, a pesar que los niveles detectados mediante ELISA son elevados, no
se reconoce de forma especifica ninguna banda tras la infeccidén. Se observa el mismo patrén de
reconocimiento de bandas que en animales control, pero las bandas aparecen ligeramente mas
intensas. Es posible que las proteinas que producen la estimulacion inflamatoria para
desencadenar la respuesta de IgA en mucosa no sean detectables a las concentraciones
utilizadas para el ensayo de inmunodeteccidn.

En otras infecciones por nematodos, se identific6 como crucial el papel de los
anticuerpos en la provisién de inmunidad adquirida frente al helminto entérico H. polygyrus
(McCoy et al., 2008). Asi mismo, la respuesta humoral promovida por el nematodo Syphacia
muris resulté protectora frente a infecciones secundarias por Echinostoma caproni (Trelis et al.,
2013). También se observo una produccion de anticuerpos con capacidad protectora frente a la
infeccion por Strongyloides stercoralis después de varias inmunizaciones con el antigeno
recombinante Ss-IR (Abraham et al.,, 2011). En el caso de la respuesta humoral frente H.
contortus, el aumento de la IgA se relaciona con la expulsion de los nematodos adultos (Pérez et
al., 2001; Fakae et al., 2004; Yanming et al., 2007). En las infecciones experimentales con T.
muris se correlacioné una rapida expulsidon con una IgG sérica elevada (Dixon et al., 2010). En
otros nematodos como H. polygyrus se ha visto como el aumento de IgG tiene una gran
importancia en la eliminacidn de los pardsitos, en cambio no hubo resultados determinantes con
IgE o IgA (Reynolds et al.,, 2016). De lo que parece desprenderse el incierto papel de las
inmunoglobulinas en la expulsién de dichos parasitos, pero si quizds como marcadoras de la
eficiencia de la inmunizacion.
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Al analizar las variaciones histoldgicas en cortes de colon proximal asociadas a la
infeccién, no se observaron danos en la superficie del epitelio intestinal ni afectacion de Ila
arquitectura general de la mucosa. Sin embargo, a nivel celular, en los pliegues y criptas
intestinales, si se demostrd una hipertrofia de las células caliciformes productoras de moco y
linfocitosis, que son adaptaciones fisioldgicas conocidas de la inmunidad adaptativa como
mecanismo de defensa frente a nematodos intestinales. El aumento de la produccién de moco
soluble y la producciéon de IgA secretora impiden el establecimiento de la infeccidn,
neutralizando al pardsito, evitando el contacto directo con la mucosa y facilitando su expulsion
al ser arrastrado por el peristaltismo intestinal (Toledo et al., 2004, 2006; Mufioz-Antoli et al.,
2007; Sotillo et al., 2007, 2008, 2011; Onah et al., 2001; Trelis et al., 2011). La combinacion de
dichos fendémenos indicaria una activacién de una respuesta Th2/Th9 que implica un aumento
de la contractilidad intestinal, por aumento de acetilcolina y de la permeabilidad por
disminucién de la sintesis de Claudina-2, proteinas de la zona de oclusién o “unién estrecha”
entre las células epiteliales (Gédmez-Samblas et al., 2018).

Las citoquinas desempefian un papel crucial en la coordinacion de la respuesta
inmunitaria frente a los helmintos intestinales en términos de inmunidad protectora e
inmunopatologia. Por un lado, las quimioquinas son producidas por diversas células del sistema
inmunitario y otros tipos celulares y tienen la funcién de crear gradientes de atraccion para
promover el desplazamiento de otras células hacia tejidos en situacion de estrés infectados o
dafiados. En este sentido, en el caso de la infeccion por A. tetraptera, mediante
inmunohistoquimica, se ha podido constatar una sobreproduccién a nivel de colon de Ia
citoquina CXCL15, la cual se describié originalmente como una citoquina que se expresaba en
mucosa de pulmén y capaz de atraer los neutréfilos en procesos inflamatorios (Schmidt et al.,
2007). En mucosa gastrointestinal, se la relaciona con la misma funcién estando presente en
estdmago, intestino delgado y en menor intensidad en ciego. Ademas, junto con la CXCL15
también se encontr6 GRO 1 atrayente de neutréfilos y macréfagos. Nuestros resultados
sugieren que, aunque la presencia del nematodo no produce un daino macroscépico sobre la
mucosa, si que se asocia con la puesta en marcha de un proceso inflamatorio y liberacién de
guimioquinas creando gradientes quimiotacticos de atraccidn de neutrdfilos y macréfagos a la
zona de infeccién como mecanismo de defensa (Kolls et al., 2004; Disteldorf et al., 2015).

El paso inicial en la respuesta adaptativa a la infeccién lo dirigen las células
presentadoras de antigenos (APC), que toman, procesan y presentan los antigenos a las células T
cooperadoras (Th). La mayoria de estudios apuntan al nédulo linfatico mesentérico como el sitio
inicial de presentacién antigénica a las células T tras la llegada de los antigenos luminales a
través de la circulacion (Bouvet et al., 2002) o mediante la migracidon de células dendriticas
captadoras de antigeno desde el epitelio (Kripke et al., 1990; Enioutina et al., 2000; Belyakov et
al., 2004). Las células dendriticas regulan positivamente la expresién de los ligandos de
superficie y de los mediadores solubles que activan a las células T especificas a través de sus
receptores co-estimuladores y de citoquinas. Esta interaccién puede dirigir la naturaleza
cualitativa de la respuesta hacia un modo activador en varios sentidos: Thl, Th2, Th9 o Th17
(Moser & Murphy, 2000; Bouchery et al., 2014); o bien, en el camino inhibidor, impidiendo o
contrarrestando la activaciéon inmunitaria mediante los T reguladores Foxp3+ (Tregs) (Yamazaki
et al., 2006).
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Una vez el parésito ha sido detectado por células inmunitarias asociadas al epitelio y/o
otras células no hematopoyéticas, las sefiales son trasmitidas al sistema inmunitario y comienza
una cascada inflamatoria y con ella la respuesta defensiva (Gerbe et al., 2016; Howitt et al.,
2016; von Moltke et al., 2016). La respuesta tipo Th2 es la que caracteriza a la inmunidad
adaptativa en la infecciéon por helmintos, siendo ésta la que se acompaiia de respuesta de
anticuerpos y cambios fisicos en la barrera intestinal para promover la expulsién y favorecer la
posterior reparacion mediada por la activacién de los Th9 que cooperara de forma positiva con
la respuesta Th2. Recientemente, se ha descrito para los nematodos T. muris y A. tetraptera,
que las células quimiosensiorales intestinales, denominadas células Tuft, se expanden y son
primordiales para estimular la produccion de IL-25 y con ello se activa la via Th9 que modula la
respuesta Th2 (Gédmez-Samblas et al., 2017, 2018). La respuesta Th9 protege al aumentar la
hiperplasia de las células secretoras de moco y la contractilidad muscular en el intestino.

El perfil de expresion de citoquinas determinado en animales infectados
experimentalmente con A. tetraptera, nos ha mostrado un tipo de respuesta que no se asocia
claramente con la esperable Th2. Como reflejo de la respuesta sistémica que acompafia a la
infeccidn intestinal se analizaron las citoquinas en bazo tras 20 dias de infeccidn, encontrandose
una sobreexpresion de IL-23 respecto a los controles, interleuquina considerada como un factor
de proliferacién de los linfocitos Th17, lo cual propiciaria el establecimiento de la parasitacion
con la puesta en marcha de inflamacién local. Por otro lado, se detectaron niveles elevados de
las citoquinas TGF-B e IL-10, las cuales se asocian con una repuesta de tipo Th9 (TGF-B factor de
diferenciacion e IL-10 producto de la activacion) o Treg (TGF-B factor de diferenciacién e IL-10
producto de la activacién) que tratarian, en ambos casos, de compensar la respuesta inicial Th17
para controlar la infeccidon y con ello la inflamacién asociada para evitar mayores dafios en el
hospedador.

En los tejidos linfoides secundarios asociados a mucosa, placas de Peyer y nédulos
linfaticos mesentéricos, se aprecia la misma respuesta primaria con activacién de los linfocitos
Th17 productores entre otras de IL-17 e IL-21. Por otro lado, se ha detectado un aumento en Ila
expresiéon de IL-25, la cual es secretada en grandes cantidades por las células intestinales Tuft
expuestas a los antigenos parasitarios. IL-25 se ha descrito como una de las primeras citoquinas
epiteliales en dar sefiales de alarma junto a IL-33 (Fallon et al., 2006). Estas citoquinas de la
inmunidad innata son importantes para conducir a la posterior activaciéon y diferenciacion de los
linfocitos cooperadores Th2 o Th9 en los ganglios linfaticos mesentéricos y en la [dmina propia y,
con ello, promover la produccién de IL-5, IL-4, IL-13 e IL-9 (Price et al., 2010; Saenz et al., 2010;
Harris et al., 2011; Oeser et al., 2015; Gémez-Samblas, 2017, 2018; Fonte et al., 2018); esta
ultima IL-9 se encontrd sobreexpresada en placas de Peyer confirmando la activacién local de la
respuesta Th9.

La IL-13 producida por la Th2 y detectada en bazo, induce un gran numero de
fendmenos defensivos, entre ellos, aumentar el peristaltismo intestinal y la produccién de moco
al provocar la expansién de las células caliciformes y las células Tuft del epitelio intestinal
afectado, creando una retroalimentacién positiva respecto a la IL-25 y a la via Th9 que actuaran
para controlar o expulsar a los helmintos (Faulkner et al., 1997, 1998; Gronke & Diefenbach,
2016). De hecho, se ha descrito que ratones con deficiencia en IL-25 tienen menor eficiencia en
la expulsién de los helmintos intestinales como en el caso de T. muris (Owyang et al., 2006), T.
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spiralis (Angkasekwinai et al., 2013), N. brasilensis (Zhao et al., 2010) y H. polygyrus (Pei et al.,
2016) y que la IL-13 puede aumentar la renovacion epitelial en la infeccién con T. muris
(Sorobetea et al., 2017) asi como activar a los macréfagos para iniciar la reparacion de los
tejidos dafiados (Gronke & Diefenbach, 2016). La IL-13 es fundamental en la proteccidén contra la
mayoria de los nematodos como parte de la inmunidad adaptativa (Scales et al., 2007; Halim et
al., 2014). Por el contrario, en H. polygyrus se ha descrito un aumento del peristaltismo mediado
por la IL-9 (McSorley et al., 2012) y no directamente por la IL-13. Como hemos mencionado
anteriormente, la IL-9 aumenta la concentracion de acetilcolina y bloquea de la sintesis de
Claudina-2, permitiendo la salida de agua a la luz intestinal y el aumento de la permeabilidad
epitelial. Es importante sefalar que, aunque Th9 se considera un subconjunto distinto de
linfocitos T cooperadores, su proximidad a las células Th2 se refuerza tanto por la demostracién
de que la IL-4 es necesaria para diferenciar las células ThO en Th9, como por la observacion de la
interconversion de la respuesta Th2 en Th9 en presencia de TGF-B (Veldhoen et al., 2008).

La presencia de citoquinas de la familia Th17 durante el establecimiento de la infeccién
se acompafia de un importante componente inflamatorio que desemboca en una respuesta Th9.
En estudio anteriores se demostré que los productos de excrecidén-secrecidon de H. polygyrus
pueden inducir la produccién de IL-17 desde las células ThO, las cuales en presencia de IL-6 y
TGF-B se diferencian a Th17 (Grainger et al., 2010). En respuesta a la infeccidn por H. polygyrus
bakeri, elevados niveles de IL-25 ha demostrado inhibir la produccion de IL-17 en |ldmina propia
y en NLM (Elliot et al., 2008).

De forma general, el establecimiento y caracterizaciéon del modelo A. tetraptera-ratén,
nos ha permitido definir el tipo de respuesta adaptativa frente a la infeccién, la cual se
caracteriza por ser una respuesta inicial Th17 inflamatoria, y esto beneficiaria la colonizacién por
el parasito, pero que tras las sefiales de alarma producidas por las células Tuft intestinales deriva
en una respuesta Th9 mediada por la IL-25. Este perfil de expresidon se observa mas claramente
en las placas de Peyer, tejido en contacto directo con los antigenos luminales parasitarios. Por
tanto, la produccién de citoquinas a nivel de érganos y tejidos linfoides, favorecerd la
mastocitosis, la expansién de los linfocitos B con produccién de IgA secretora, aumento de la
contractilidad y permeabilidad intestinal y sobreproduccién de moco. Todo ello con el fin de
controlar o eliminar la infeccion y evitar dafios mayores por el propio proceso inflamatorio.
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5.2. ENSAYOS DE VACUNACION EN EL MODELO EXPERIMENTAL A.tetraptera-RATON

Existen pocas vacunas comercializadas que sean administradas a través de mucosas, ya
gue esta via de inmunizacidn presenta a priori numerosos obstaculos, que incluyen la diversidad
estructural de la superficie de las mucosas, la complejidad en la interaccidon con las células
inmunitarias y las limitaciones en la metodologia experimental. Sin embargo, la vacunacion a
través de mucosa y concretamente a nivel intranasal, es un modo atractivo de inmunizacién por
razones practicas tales como: la facilidad de administracion en el caso de inmunizaciones
masivas, la alta vascularizacidn de esta drea, la ausencia de acidez y una superficie de mucosa
relativamente pequefia que permite que se administren dosis bajas de antigeno por lo que no es
necesario una gran cantidad de éste (Gebril et al., 2012). Asi mismo, en la cavidad nasal y su
mucosa existe menos actividad proteolitica que en la luz intestinal, en la cual las proteinas
antigénicas pueden degradarse y, por lo tanto, la inoculacidon intranasal de pequefias cantidades
de antigenos puede ser mas efectiva, siendo capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria
generalizada en la mucosa (Solano-Parada et al., 2010). Ademas, el hecho de que muchos
agentes patdgenos invaden el hospedador atravesando la barrera que supone la mucosa
convierte la activacion de la inmunidad en la mucosa en un interesante tema de estudio. Asi,
Fawzi et al. (2013) en ensayos de inmunizacidn en corderos, demostraron que la administracién
intranasal de la molécula inmundgena PP2Ar potenciada con paredes bacterianas de E. coli fue
muy efectiva como inmunoestimulante, generando niveles elevados de IgG especifica en suero a
los de 28 dias tras la infeccion.

En nuestros ensayos se probaron dos pautas de vacunaciéon, dos inmunizaciones
consecutivas intranasales, y la combinacion de una primera inmunizacién subcutdnea con una
intranasal. En el estudio de inmunizacion llevado a cabo por Fawzi et al. (2013) la inmunizacion
via subcutanea dio como resultado una respuesta de mucosa protectora en el abomaso frente a
Ostertagia ostertagi, asi como en el intestino delgado para el caso de Cooperia oncophora, lo
gue sugiere que un componente celular del sistema inmunitario estd involucrado en la
transferencia de la respuesta inmunitaria del sitio de inoculacién al sitio excretor del tracto
gastrointestinal una vez los animales son retados a nivel intestinal.

La eficacia de una vacuna estd determinada no solo por via de inoculacién sino
principalmente por el tipo de antigeno y por el adyuvante. Por ello en esta Tesis se ha probado
la eficacia del péptido recombinante PP2A como antigeno, administrado en cuatro
formulaciones vacunales (FV), dependiendo del adyuvante utilizado. Las formulas mas eficaces
en cuanto a proteccion, en funcién de la via de administracion y de la formulacién, fueron
aquellas que combinaron al antigeno con paredes bacterianas y mucoadhesivos (73% de
proteccion para la férmula FV-Carboximetilcelulosa o FV-CMC, y 80% para FV-Plurdnic o FV-
PLU). Probablemente el empleo de adhesivos le proporciond consistencia a la vacuna
permitiendo una presentacién antigénica persistente al dificultar el aclaramiento mucociliar tras
la inoculacion, consiguiendo una absorcién escalonada del antigeno.

Los adyuvantes por si mismos (adhesivos y paredes bacterianas) sin péptido
recombinante, empleados como control de las formulaciones, FV-CMC vy FV-PLU,
proporcionaron un efecto protector remarcable. En ambos casos, se consiguieron grados de
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proteccion entre el 30% y el 40%, respectivamente. Las paredes bacterianas, en su papel
inmunoestimulante, por si mismas pueden estimular una respuesta Th2 especialmente a través
de mucosas, poniendo en marcha mecanismos inespecificos que pueden haber sido eficaces en
el control de la infeccién (Barton et al.,, 2002; Gémez-Samblas, 2017). Por tanto, el efecto
adhesivo de los adyuvantes CMC y PLU, unido al efecto inmunoestimulante de las paredes
bacterianas, contribuye al efecto protector de la vacuna cuando se incluye la proteina
recombinante PP2A, llegando a niveles elevados.

Ademas de la eficacia de las formulaciones, se valord en paralelo la seguridad de las
mismas mediante el registro de dafios y muertes en los animales de experimentacion. La doble
administracién intranasal resulté segura en todos los casos, mientras que la administracion de la
vacuna via subcutdnea/intranasal para FV-CMC registré dafios iniciales y alguna muerte en
todos los grupos experimentales. Con ello, se selecciond la via intranasal/intranasal como la
mas segura y eficaz para los ensayos de inmunizacién con PP2Ar.

Con el objetivo de estudiar la respuesta inmunitaria en el ratén a la infeccién tras la
inmunizacion, se analizaron los cambios a nivel de poblaciones leucocitarias en sangre periférica
para los animales ensayados con FV-CMC y FV-PLU mediante citometria de flujo. Como
consecuencia de la infeccidn experimental con A. tetraptera se observa, en todos los grupos de
animales expuestos al pardsito, el patrén de neutropenia y linfocitosis descrito anteriormente.
En los grupos inmunizados los niveles de neutréfilos son en algunas ocasiones inferiores al grupo
infectado y la linfocitosis se ve acentuada, siguiendo el patrén clasico de infeccién: bajo
porcentaje de neutroéfilos y alto de linfocitos, por lo que la inmunizaciéon potenciaria a la
respuesta generada en el ratdn contra la infeccién.

Los datos de linfocitosis en sangre periférica podria ser el resultado de una
linfoproliferacidn asociada a la infecciéon que se ve acentuada con la inmunizacion previa. En el
caso de la inmunizacién y posterior infeccidon con H. contortus, aunque se observé un aumento
general de los linfocitos periféricos, este no confiridé inmunoproteccién, ya que al final del
estudio la tasa de infeccidon resultd similar en todos los grupos, tanto el grupo control, como los
controles internos con adyuvantes, como el grupo a estudio (Garcia-Coiradas et al., 2010).

En cuanto a los niveles de eosindfilos, ligeramente aumentados como resultado de la
activacion de la respuesta especifica en sentido Th2, en los animales infectados, la inmunizacién
previa provoca unos valores de eosindfilos inferiores y dentro de los valores normales de
referencia. Es sabido que la mayoria de las infecciones por helmintos y sus productos de
excrecién-secrecién estimulan la eosinofilia, pero también hay estudios que contradicen esta
idea, ya que demuestran que ciertos productos de ES pueden suprimir directamente las
respuestas de eosindfilos, por ejemplo, los productos de Necator americanus contienen una
proteasa que escinde e inactiva la quimioquina Eotaxina o CCL11 producida por los Th2,
evitando asi el reclutamiento de eosindfilos (Culley et al., 2000). En un modelo de ratén con
deficiencia genética para la activacion de eosindfilos los ratones mostraron alterada la
resistencia a las infecciones por N. brasiliensis; en ausencia de eosindfilos un mayor nimero de
larvas migraron al pulmén, pero la expulsidon de los parasitos que posteriormente alcanzaron el
intestino y maduraron, no se vio afectada por dicha deficiencia (Knott et al., 2009).
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La ausencia de signos clinicos y variaciones hematoldgicas notables podria estar
relacionada con el empleo de una dosis infectante moderada (Fawzi et al., 2013). Otra posible
explicacion, seria que la inmunizaciéon previa ha provocado una expulsion temprana de los
vermes con respuesta adaptativa rapiday, con ello, se ha impedido la activacion de la respuesta
de eosindfilos detectada en los animales control de infeccién. En cualquier caso, nuestros
resultados sugieren que la variacién en los niveles de eosindfilos no esta implicada en los
efectos protectores de las vacunas.

El analisis de la respuesta de anticuerpos generados por la infeccidn tras la inmunizacién
previa con las formulas FV-CMC y FV-PLU es esencial para entender el efecto de la inmunizacién
modulando la respuesta inmunitaria del hospedador. Aunque ambas inmunoglobulinas (IgM e
IgG) aumentan como consecuencia de la infeccidn con las dos formulas vacunales los niveles de
estas inmunoglobulinas aumentan ya tras la primera dosis de inmunizacién, y una vez se reta a
los animales inmunizados, los niveles de ambas inmunoglobulinas ascienden progresivamente,
con diferencias significativas respecto a los grupos control (animales infectados, controles de
adyuvantes y control no infectado). Por tanto, la inmunizacién previa conteniendo el péptido
recombinante PP2Ar provocd un aumento en los niveles de anticuerpos frente a la infeccidn,
IgM e IgG, superiores a los generados por los animales control de infeccidn.

También la administracion de los adyuvantes produjo un ligero aumento de estas
inmunoglobulinas, aunque inferior al experimentado cuando las férmulas contienen la PP2Ar. En
el caso especifico del grupo inmunizado con los adyuvantes de la formulacion FV-PLU se
detectaron niveles de 1gG elevados desde la primera inmunizacién intranasal, a pesar de no
incluir al antigeno, sugiriendo que probablemente la combinacidén del Plurénic con las paredes
bacterianas (PB) provoque la produccién de anticuerpos y la activacién de mecanismos
inespecificos que, como ya se ha comentado anteriormente conferirian proteccién parcial. El
efecto protector de las paredes bacterianas frente a la infeccién por helmintos ya ha sido
descrito por otros autores (Abel et al., 2000; Petrovsky & Aguilar, 2004; Gonzalez-Sanchez et al.,
2014) pudiendo atribuirse estos efectos a la activacion inmunoldgica por parte de los
lipopolisacdridos (LPS) presentes en las PB que actuarian como agonistas de los Toll-like
receptors (TLRs) presentes en una amplia gama de células (Nhu et al., 2006). Tras su activacion,
los TLRs modulan la respuesta inmunitaria induciendo la expresidon, entre otras, de quimioquinas
como la CCL2 (Varshney et al., 2016). Esta quimioquina la expresan, entre otras, las células
epiteliales intestinales cuando hay inflamacién (Mawsley et al., 2005; Williams, 2006) como es
en nuestro caso.

Las dos féormulas vacunales generaron, sin embargo, respuestas locales en mucosa muy
diferentes con respecto a IgA secretora. En este caso si hay diferencias claras entre los
resultados obtenidos en funcién de la formulacion empleada. Aunque en ningln caso la
administracién de los adyuvantes por si mismos produjo ningin aumento, con la férmula FV-
CMC los niveles de IgA determinados fueron muy superiores a los del grupo control de
adyuvantes e incluso superiores a los del control de infeccion. En cambio, cuando se inmunizé
con la férmula FV-PLU los niveles de IgA determinados en ratén fueron similares a los del grupo
control de adyuvantes e incluso inferiores a los del control de infeccion. La respuesta local de
IgAs, como mecanismo especifico, es esencial para la expulsion temprana del parasito
implicando mecanismos inmunitarios locales y evitando la cronicidad de la infeccién (Bungiro et
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al., 2008). En estudios recientes se ha descrito que la estimulacién directa ex vivo de los
linfocitos B del bazo en ratones con LPS en los nddulos linfaticos, ofrece una respuesta elevada
de 1gG e IgAs nivel local (Mathews et al., 2016), y que asociada a la inmunizacién nasal con
bacterias se inducen respuestas de anticuerpos, locales y sistémicas, provocando fuertes
respuestas de IgAs, pero también para IgG (Schmidt et al., 1989; Kaplan et al., 2015). En el
estudio de Solano-Parada et al. (2010), se sefiala que los niveles de IgA aumentaron con la
administracién de PB. Se sabe que las PB inducen respuesta de la mucosa, incrementando la
produccidn de IgA, lo que explicaria el aumento en los niveles de esta inmunoglobulina en este
ensayo experimental. En nuestro caso, las PB aumentan ligeramente la produccién de IgAs.
Dado que se ha sugerido la necesidad de estimulacién de la respuesta de la mucosa para inducir
proteccion en infecciones por helmintos (Fawzi et al, 2013), es posible que las paredes
bacterianas provoquen una activacién de la inmunidad de la mucosa, pero con la incorporacion
en la férmula del péptido recombinante se consiguen niveles superiores de anticuerpos en el
caso de la FV-CMC coincidentes con mayores niveles de proteccidn.

En el estudio de Hodge et al. (2001) postulan que la eficacia de la inmunizacién
intranasal para estimular la respuesta de IgA de mucosa se produce a través de inoculacién del
antigeno directamente en un sitio inductivo, y apoyan la idea de que las células productoras de
IgA pueden migrar de los tejidos linfoides del tracto respiratorio a otras mucosas. Sin embargo,
tras la inmunizacidn intranasal, las respuestas de IgA especificas también pueden migrar a otras
zonas de la mucosa del tracto gastrointestinal. Por lo tanto, nuestros datos apoyan el empleo de
la inmunizacién intranasal para mejorar la inmunidad en mucosa intestinal.

A diferencia de la IgA secretora, los niveles de IgE no variaron en los grupos durante el
ensayo de vacunacion. Trabajos previos de inmunizacién con PP2Ar describen niveles de IgE
invariables en todos los grupos durante la fase de inmunizacién hasta los 14 dias después del
reto, momento en que los valores IgE aumentaron significativamente (Solano-Parada et al.,
2010). En nuestro ensayo de vacunacidn, sin embargo, la IgE no aumento al retar a los animales,
lo que cabria esperar en caso de que la infeccidn hubiera prosperado, indicando que la infeccién
durd muy poco tiempo y la expulsion fue temprana.

En principio, tras una inmunizacion intranasal es esperable una respuesta humoral a
nivel intestinal por la activacién de la inmunidad de mucosas, pero no se sabe si es posible
detectar una respuesta de anticuerpos. Es dificil correlacionar los niveles circulantes de
anticuerpos con los que se pueden hallar a nivel local ya que las respuestas locales y sistémicas
tienen cierta independencia (Onah et al., 2000). Con los resultados expuestos se demuestra que
los niveles en suero de IgM e IgG aumentan tras la inmunizacidon con PP2Ar como se ha descrito
en los estudios de Solano-Parada et al. (2010) que obtuvieron resultados que concuerdan con
los nuestros, ya que se observaron altos niveles de inmunoglobulinas séricas tras la
administracién del antigeno recombinante, antes que el animal sea retado con el parasito,
pudiendo estos afectar al establecimiento de la infeccion. La proteccion conferida por FV-CMC
probablemente se halla relacionada con este aumento de ambos tipos de inmunoglobulinas,
sistémicas y locales, por tanto, se consideré como la formulacién con mayores posibilidades
protectoras y como candidata para futuros ensayos de vacunacion.
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Cuando se investigd la inmunogenicidad de las proteinas de A. tetraptera reconocidas
por las IgG presentes en los sueros de animales, inmunizados con la formula FV-CMC y posterior
infeccidn, a lo largo del proceso, se detecté la misma banda especifica, entre 25-37kDa, descrita
anteriormente en el caso de los animales retados y cuya intensidad aumentaba con el paso de
los dias post-reto. Como hemos comentado anteriormente el tamafio de esta banda coincide
con la regidn catalitica de la proteina PP2Ac nativa de A. costaricensis que se ha utilizado como
antigeno en la vacuna, proteina que se ha descrito como altamente inmunogénica. Con la
inmunizacion por si misma, no se detecta ninguna banda especifica, probablemente porque los
anticuerpos generados como consecuencia de la administracion de la vacuna no alcanzan
todavia niveles suficientes para detectar ninguna proteina especifica en las condiciones de
nuestro ensayo.

La primera linea de defensa con la que se encuentran los nematodos en su habitat
intestinal la constituye la barrera de moco que acompafia al epitelio para conformar la mucosa
intestinal. La superficie de las células intestinales estd recubierta por un gel constituido
mayoritariamente por mucinas, una serie de glicoproteinas que son secretadas por las células
epiteliales caliciformes, componentes esenciales en la defensa y eliminacién de los helmintos
gastrointestinales (Hasnain et al., 2010, 2011). El intestino grueso, lugar de parasitacion de A.
tetraptera, posee dos capas de moco; la capa interna que aparece ligada a la mucosa y la mas
externa, menos densa, con la que estdn en contacto los pardsitos. Las mucinas son el
componente mayoritario del moco secretado por las células caliciformes, junto a otras
moléculas como anticuerpos (IgAs) secretadas por células plasmaticas, defensinas secretadas
por las células de Paneth, y lisozimas y péptidos con capacidad bactericida que recubren el
epitelio intestinal (Linden et al., 2008; Kim et al., 2010). Por lo tanto, durante la infeccion aguda,
junto con la diferenciacidn de las células caliciformes, se produce un incremento de los niveles
de glicoproteinas dentro de dichas células y, por lo tanto, también observamos un aumento en
la cantidad de glicoproteinas en la barrera de la mucosa liberadas como moco soluble.

Durante las infecciones intestinales se producen diferencias cuantitativas y cualitativas
en la composicion del moco (Linden et al., 2008; Hasnain et al., 2011). Es evidente la
contribucidon de mucinas especificas a las propiedades fisicas generales del moco y cdmo la
composicion del moco puede cambiar con respecto a diferentes tipos de infecciones (Turner et
al., 2013). Las lectinas del tipo interlectinas, como otro componente del moco secretado por las
células caliciformes, ejercen un papel en la resistencia a los helmintos incluyendo efectos
indirectos sobre otras glicoproteinas secretadas por dichas células caliciformes intestinales. En
concreto se les atribuye la funcion de entrecruzarse alrededor del pardsito dando como
resultado la formacidn de un "cemento glicoproteico" alrededor de los nematodos que facilita
su expulsion (Artis, 2006). Asimismo, en relacion al papel protector del moco, se ha demostrado
gue la mucina Muc2 esta regulada positivamente en ratones resistentes a la infecciéon por T.
muris, sin embargo, existen otros mecanismos de expulsidon implicados, pues los ratones con
deficiencia de Muc2 también fueron capaces de expulsar al parasito y mostraron respuestas Th2
inalteradas (Hasnain et al., 2010).

Inducidas por las citoquinas de Th2, IL-4 e IL-13, las células caliciformes también
producen RELM-B (Resistin-Like Molecule beta), que participa en la defensa del hospedador
uniéndose al aparato quimiosensorial de los parasitos, incrementando la secrecion por parte de
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las células caliciformes, fortaleciendo la capa de moco necesaria para mantener su funcién de
barrera y la homeostasis inmunitaria (Artis et al., 2006; Hogan et al., 2006). En este sentido
hemos demostrado un aumento en nimero y tamafio de las células caliciformes lo que conlleva
un aumento de la liberacién de moco soluble, el cual impide el establecimiento de los adultos en
el intestino probablemente asociado al incremento en la secrecién de las moléculas
componentes de este moco. Este aumento ya es visible tras la inmunizacidn de los animales y
por tanto es posible que la vacuna este favoreciendo este proceso caracteristico de las
infecciones por helmintos. Un estudio reciente ha descrito el papel desempefiado por el
"receptor Nod" intracelular en la activacién de células caliciformes durante el proceso de
inflamacién y su efecto sobre la expulsién de T. muris (Wang et al., 2016), demostrando que la
activacion de las células caliciformes productoras de moco esta asociado a elevados niveles de
IL-9 (Khan et al., 2001; Hasnain et al., 2010), interlequina cuyo aumento hemos descrito como
consecuencia de la infeccidén con A. tetraptera.

La hiperplasia de las células caliciformes observada en los cortes de colon de animales
inmunizados y retados (FV-CMC-R) es por tanto un sello distintivo de las infecciones por
helmintos intestinales y es crucial para la expulsidon de los nematodos. Todo esto, junto con el
incremento de los anticuerpos locales (IgA) detectados en mucosa y unido a la accion especifica
mediada por los linfocitos cuyos niveles se encuentran incrementados tras la inmunizacién y
reto (supuestamente células plasmaticas productoras de IgA y proteasas) podrian ser
mecanismos implicados en una eliminacion rapida del pardsito. Como se ha dicho
anteriormente, la hiperplasia de las criptas y sobreproduccion de moco, se suelen asociar a la
puesta en marcha de una respuesta Th2 con secrecidon de IL-13 primaria o secundaria a la
activacion de la Th9 con secrecidn de IL-9 y que a su vez aumenta el peristaltismo (Khan et al.,
2001; Datta et al., 2005; Owyang et al., 2006; Linden et al., 2008, Hasnain et al., 2010; Kim et al.,
2010; Gronke et al., 2016).

Como se ha discutido anteriormente, como consecuencia de la infeccion por A.
tetraptera, las citoquinas CXCL15 y GRO 1 estdn incrementadas a nivel de colon, estando
relacionadas con una funcidon atrayente de neutrdfilos y macréfagos como mecanismo de
defensa. Sin embargo, la inmunizacion de los animales con la formula FV-CMC origind un perfil
de expresién de quimioquinas mas amplio, con un aumento de la producciéon de CCL2, CCL17 e
IL-8 ademds de CXCL15 y GRO 1. Estos niveles de quimioquinas estan aumentados en los
animales inmunizados y retados, por tanto, la administracién de la vacuna favorece una mayor
produccidn y mds amplia de citoquinas que Unicamente la infeccidon con A. tetraptera.

La citoquina CCL2 la producen multiples tipos celulares incluyendo macroéfagos,
linfocitos, mastocitos, incluso células endoteliales, fibroblastos.... Ejerce su efecto quimiotactico
atrayendo a monocitos, células dendriticas y células T de memoria. Las células dendriticas y los
macréfagos son células presentadoras de antigenos (APC), estas células son atraidas por CCL2 a
la mucosa intestinal, las cuales reconoceran al antigeno que lo presentarda a linfocitos T
inmaduros para su activacion. En lo animales expuestos a la FV-CMC, y que demostraron alto
nivel de proteccién frente a la infeccidn, la CCL2 se observd con gran intensidad en los estudios
de inmunohistoquimica, lo que nos induce a pensar en que esta via de maduracion de linfocitos
T se activd tras la inmunizacidon con PP2Ar, reclutando linfocitos a la zona de la mucosa en
contacto con el pardsito, hecho que corroboran los resultados de la histologia de colon con
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tincién con PAS en la que se observaba una linfocitosis intraepitelial aumentada en colon tras la
inmunizacion, pudiendo ser responsable de dar una respuesta secundaria rapida y eficaz.

Los resultados descritos para CCL2 se ven reforzados con los obtenidos para la citoquina
CCL17, otra de las quimioquinas sobreexpresadas por efecto de la inmunizaciéon, que también es
atrayente de linfocitos T hacia la mucosa. La CCL17 es necesaria para la induccién de una
respuesta inflamatoria a nivel de intestino en ratones asociado a la activacién de la Th1/Th17
reduciendo la expansion de las células Treg (Heiseke et al., 2012). La CCL17 es expresada por
numerosas células entre las que se encuentran los linfocitos cooperadores (Th CD4+), linfocitos
T (Tc citotoxicos CD8+), células NK (“natural killer”), macréfagos y células dendriticas (Ness et
al., 2006; Semmling et al., 2010). Su receptor, el CCR4 se expresa en células Th17, Th2 y células
Treg. Se conocen muchas funciones de la CCL17 y se ha identificado su receptor CCR4 a nivel
pulmonar y cutaneo (Lee et al., 2010), donde reduce la inflamacién. Ademas, CCL17 actla sobre
la migracién las células dendriticas a los NLM (Reiss et al., 2001), aunque se conoce muy poco
sobre su funcién a nivel intestinal (Yuan et al., 2007). La CCL17 induce la produccion de IL-12 e
IL-23 por parte de las células dendriticas, promoviendo la diferenciacién a Thl y Thl7 y
reduciendo los niveles de inducciéon de las células Foxp3+ o Treg. Estos linfocitos Treg son
productores de IL-10 y TGF-B, contribuyendo asi a su actividad reguladora/supresora, suprimen
la inflamacién al limitar la activacion de células Thl y Th17, pero que también bloquean la
activacion de los linfocitos Th2 y suprimen la produccién de IgE.

Nuestros resultados muestran que los animales que han sido previamente inmunizados
con FV-CMC, han generado una respuesta sistémica con marcado caracter Thl, con un aumento
de IFN-y, TNF-a e IL-2 respecto a los controles de infeccion y por el contrario bajos niveles de
IL-23 e IL-17 propias de la respuesta Th17. La activacidn de la respuesta en sentido Thl con
sobreproduccién de INF-y bloquearia las otras respuestas Thl7 y Th2. En 2005, Cliffe y
colaboradores propusieron una nueva explicacion para la expulsién de T. muris en animales
resistentes motivado por el hecho de que las infecciones crénicas de nematodos intestinales
causan una alteracion de la estructura intestinal, sugirieron que el aumento del recambio de
células epiteliales en el intestino puede evitar que el pardsito permanezca dentro del
hospedador. Especificamente, la infeccién por T. muris se asocia con una mayor proliferacién de
células madre epiteliales dentro de las criptas de Lieberkiihn en el intestino grueso, mediada por
IFN-y, lo cual resulta en una hiperplasia de criptas masiva (Potten et al., 1997). El aumento de
proliferacién inducido por IFN-y no puede continuar de una manera no regulada, por lo que la
infeccion por T. muris también se asocia con una elevacién en la apoptosis de células epiteliales
en el intestino grueso. Aunque los mecanismos de expulsidon que operan en cada modelo aun no
se han dilucidado completamente, parece que si bien el recambio epitelial acelerado es esencial
en la expulsion de una infeccion primaria. A pesar de ello, se considera que potencialmente, los
mecanismos dependientes de anticuerpos desempefian un papel mds prominente en la
expulsién de gusanos (Dixon et al., 2010).

En cuanto a la respuesta local, la inmunizacién produjo un predominio de la respuesta
tipo Th17, destacando en placas de Peyer los elevados niveles de expresion de IL-23 e IL-17 de
forma mds acentuada a lo que ocurre con la infeccién, provocando una menor carga de
pardsitos. La respuesta local Th17 activa a IL-9 la cual deriva en una respuesta Th9, directamente
relacionada el aumento de IgA secretora. Recientemente, se ha encontrado que la sintesis de
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IgA especifica depende de la respuesta Th17 por placas de Peyer en el intestino (Fawzi et al.,
2013). El papel de la respuesta Th17 a nivel local explicando el efecto de la inmunizacion en la
infeccidn posterior, todavia esta por confirmar. Estudios realizados con el trematodo intestinal
E. caproni, sugieren que la activacion de esta via puede ser protectora. En modelos de infeccion
por este pardsito las citoquinas de la familia Th17, IL-17 e IL-23, estdn sobreexpresadas en ratas
(modelo agudo de infeccidn) en las que el parasito es expulsado tras 4 semanas de infeccién, y
no en ratones (modelo de infeccidn crénica) (Sotillo et al.,, 2011). Nuestros resultados son
coherentes con el trabajo de Gémez-Samblas et al. (2018) que ha demostrado que al reducir los
niveles de la IL-23 circulante, mediante el tratamiento con anticuerpos monoclonales anti-IL-23,
se redujo drasticamente el nimero de A. tetraptera impidiendo el establecimiento y desarrollo
de estos nematodos intestinales parasitos, sugiriendo que la disminucién de los niveles
inflamatorios de IL-17 altera el entorno Th9.

La valoracion global del efecto de la formulacion que combina al péptido PP2Ar con
carboximetilcelulosa y paredes bacterianas (FV-CMC) nos hace proponer esta vacuna como la
candidata para futuros ensayos de inmunizacién intranasal frente a nematodosis. A nivel de
mucosa esta vacuna estimuld la secrecidon de IgAs especificas. La producciéon de anticuerpos
probablemente fue provocada por la inflamacidn local detectada en placa de Peyer con caracter
Th17 (IL-23 e IL-17), que aumento la secrecidn de moco y promovid la atraccién de células
inmunoactivas por las quimioquinas (CCL2, CCL17, GRO 1, CXCL15 e IL-8), mostrando un efecto
local protector a consecuencia de la inmunizacion intranasal de los animales.
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6. CONCLUSIONES

119



El modelo de infeccién experimental A. tetraptera-ratén (CD1), utilizando dos hembras
gravidas y un tiempo de infeccidn de 20 dias, se considera de utilidad para su aplicacion
en estudios parasitoldgicos relacionados con nematodosis intestinales por su sencillez y

reproducibilidad.

La infeccion experimental del ratdon en condiciones estandar produce una respuesta
inmunitaria sistémica caracterizada a nivel hematoldgico por neutropenia, linfocitosis y
ligera eosinofilia, asociada con niveles elevados de inmunoglobulinas especificas, I1gM,

IgG e IgE desde los primeros dias de la infeccion.

A nivel intestinal la infeccidn provoca una respuesta defensiva local, que combina un
aumento en la produccién de IgA secretora, un incremento en la produccién y secrecion
de moco soluble por parte de las células caliciformes, con secrecién de quimioquinas
(CXCL15 y GRO 1) atrayentes de neutréfilos y macréfagos, y con linfocitosis

intraepitelial.

El perfil de citoquinas en las placas de Peyer asociado al modelo de infeccién muestra, a
nivel local, una respuesta inflamatoria de caracter Th17 (IL-17, IL-21) que aparece
tempranamente, para desembocar en una respuesta Th9 (IL-9), tras la activacion de las
células epiteliales Tuft y la liberacidn de IL-25, |la cual se pone en marcha para el control

de la infeccién y del proceso inflamatorio.

La doble inmunizacidn via intranasal con las formulas que combinan mucoadhesivos,
paredes bacterianas juanto al péptido PP2Ar (FV-CMC y FV-PLU) ofrecid los mejores

resultados de eficacia protectora y seguridad.

La respuesta inmunitaria detectada en los ratones sometidos a los ensayos de
inmunizacion con las formulas FV-CMC y FV-PLU se caracteriza por una concentracion
elevada en suero de IgM e IgG desde la primera inmunizacién y por un aumento

progresivo y mas marcado tras el reto o infeccion.
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Unicamente la inmunizacién con la férmula FV-CMC produjo una respuesta a nivel de
mucosa, con un aumento de IgAs, probablemente como consecuencia de la inflamacion
local detectada en placas de Peyer, en las que se detectd una respuesta con caracter
Th17 (IL-23 e IL-17), que aumentd la secrecién de moco y promovid la atracciéon de
células inmunoactivas por las quimioquinas (CCL2, CCL17, GRO 1, CXCL15 e IL-8),

mostrando un efecto local protector.

La valoracion del conjunto de los resultados expuestos, permite considerar a la
formulacién que combina al péptido PP2Ar con carboximetilcelulosa y paredes
bacterianas (FV-CMC) como la mejor candidata para futuros ensayos de inmunizacion

intranasal frente a nematodosis.
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