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Resumen

La fasciolosis es una enfermedad parasitaria que dafia el higado del huésped infectado y
es causada por la migracion y la actividad alimentaria de un trematodo: Fasciola
hepatica, que afecta principalmente a rumiantes domeésticos como el ganado vacuno y
ovino. La fasciolosis ha generado pérdidas economicas significativas en el sector
agricola en todo el mundo debido a la reduccion de la produccion de carne y leche. El
ser humano es susceptible a la fasciolosis por ingestion de las metacercarias en
vegetales contaminados. El triclabendazol es el medicamento de eleccion utilizado para
controlar la fasciolosis y es el inico medicamento recomendado por la OMS para tratar
la fasciolosis humana. Sin embargo, la resistencia al triclabendazol en F. hepatica se ha
reportado en muchos paises, incluida Australia, Irlanda, Brasil y Argentina. Estas
limitaciones de la quimioterapia han llevado a que el desarrollo de vacunas para
prevenir contra la infeccidn por F. hepatica sea una prioridad en distintos laboratorios
alrededor del mundo. Este hallazgo permitiria aumentar la seguridad de los alimentos y
ayudar en la disminucion de la produccién de contaminacion ambiental. En numerosos
estudios se determind que la mejor forma de eliminar a F. hepatica es durante la etapa
migratoria de la larva juvenil hacia el higado. En este periodo, se expresa entre otras,
una proteina tipo Kunitz (FRKTM), la cual es un inhibidor de proteasas, capaz de inhibir
las enzimas propias y del huésped. Esta proteina que se encuentra en el intestino, el
tegumento y los productos excretores-secretores del parasito, puede ser considerada
como inmundgeno para el desarrollo de una vacuna dada su participacion en la
supervivencia del patégeno

Los ensayos de inmunizacion utilizando péptidos sintéticos es una de las nuevas
tecnologias nuevas implementadas en la inmunoterapia. La adiciéon de un adyuvante
refuerza el potencial de respuesta inmune del antigeno. CpG-ODN/Coa-ASC16, una
nanoestructura de cristal liquido formada por autoensamblaje de éster de palmitato de 6-
O-ascorbilo (Coa-ASC16) y el oligodesoxinucledtido sintético que contiene motivos de
citosina-guanina no metilados (CpG-ODN), fue elegido por su capacidad de generar una
respuesta Thl y Th17 con una fuerte respuesta humoral y celular especifica demostrado
en modelos utilizando OVA como antigeno. Ademas, tiene la ventaja de proteger con su
estructura de cristal liquido del ambiente enzimatico hostil y generar una liberacion
gradual del péptido. En el presente trabajo de tesis evaluamos el potencial de FhKTM
formulado con CpG-ODN/Coa-ASC16 en un modelo experimental de fasciolosis en
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Resumen

ratones y la respuesta inmune asociada con la proteccion del huésped. Nuestros
resultados mostraron que la inmunizacion de ratones con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16 induce proteccion contra el desafio de F. hepatica al prevenir el dafio hepatico y
mejorar la sobrevida después de la infeccion. Ademas, en los ratones inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 se indujo una potente respuesta inmune caracterizada
por la secrecion de IFN-y e IL-17A con altos niveles de anticuerpos séricos 1gG1, 1gG2a
e IgA especificos de antigeno. Tanto las células del peritoneo como el intestino
evidenciaron una activacion frente a la inmunizacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16. Esta reaccion permite considerar estos sitios como los lugares donde se
generard una respuesta inmune efectiva que podria provocar la eliminacion del parésito
para evitar la llegada al higado. El bloqueo sistémico de IL-17A durante la infeccion
disminuyd los niveles de anticuerpos 1gG2a e IgA, asi como la produccién de IFN-y, lo
que debilitd el potencial protectivo de la inmunizacién con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16 aumentando la mortalidad de los ratones. La presencia de IL-17A se convierte
asi en un factor fundamental para el desarrollo de la respuesta inmune contra la
infeccion por F. hepatica durante la vacunacion con FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16.
En base a los resultados el presente estudio destaca el potencial de una nueva
formulacién de vacuna para mejorar el control y ayudar a la erradicacion de la infeccion
por F. hepatica, con posibles aplicaciones para huéspedes naturales como el ganado

bovino y ovino
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Summary

Fasciolosis is a parasitic disease that damages the liver of the infected host and is caused
by the migration and feeding activity of a fluke: Fasciola hepatica, which mainly
affects domestic ruminants such as cattle and sheep. Fasciolosis has caused a significant
economic burden on the agricultural sector worldwide due to reduced meat and milk
production. Humans are susceptible to fasciolosis by ingesting the metacercariae in
contaminated vegetables. Triclabendazole is the drug of choice used to control
fasciolosis and is the only medicine, recommended by the WHO, to treat human
fasciolosis. However, resistance to triclabendazole in F. hepatica has emerged and has
been reported in many countries, including Australia, Ireland, Brazil, and Argentina.
These limitations of chemotherapy have made the development of vaccines to prevent
against F. hepatica infection a priority in different laboratories around the world, this
finding would increase food safety and help decrease environmental contamination
production.

Data from different sources suggest that the best way to eliminate F. hepatica is by the
inhibition of the migratory stage of the juvenile larva towards the liver. It was found
that during this period, a Kunitz-type protein (FNKTM) is expressed, among others. This
is a protease inhibitor that acts in the parasite as well in host’s enzymes. Considering
that this protein is found in the intestine, the tegument and the excretory-secretory
products, and its involvement in the parasite survival, it may be considered as an
immunogen for the development of a vaccine.

Immunization assays using synthetic peptides is one of the new technologies
implemented in immunotherapy. The addition of an adjuvant enhances the immune
response potential of the antigen. CpG-ODN/Coa-ASC16, a liquid crystal nanostructure
formed by self-assembly of 6-O-ascorbyl palmitate ester (Coa-ASC16) and the
synthetic oligodeoxynucleotide containing unmethylated cytosine-guanine motifs (CpG-
ODN), This adjuvant generates a Th1 and Th17 response with a strong specific humoral
and cellular immune response demonstrated in models using OVA as the antigen.
Furthermore, it has the advantage of protecting and generating a gradual release of the
peptide.

In this work we evaluated the potential of FNKTM formulated with a liquid crystal
nanostructure (CpG-ODN/Coa-ASC16) during an experimental model of fasciolosis in
mice and the feasible immune response associated with host protection.

Our results showed that immunization of mice with FhRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16

induces protection against F. hepatica challenge by preventing liver damage and
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Summary

improving survival after F. hepatica infection. Furthermore, in mice immunized with
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16, a potent immune response characterized by secretion
of IFN-y and IL-17A was induced with high levels of antigen-specific serum 1gG1,
IgG2a and IgA antibodies.

Both the peritoneum and the intestine showed an activation status induced by the
immunization with FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16, thus becoming the sites where the
elimination of the parasite could be controled to avoid its arrival to the liver.

Blocking systemic IL-17A during infection decreased IgG2a and IgA antibody levels,
as well as IFN-y production, which reduced the protective potential of immunization
with FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16, increasing the mortality of the mice. The
presence of IL-17A thus becomes a fundamental factor for the development of the
immune response against infection by F. hepatica during vaccination with
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16.

The present study highlights the potential of a new vaccine formulation to improve
control and help eradicate F. hepatica infection, with possible applications for natural

hosts such as cattle and sheep
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Introduccion

Fasciola hepatica y su ciclo evolutivo

Fasciola hepatica es un parasito helminto hermafrodita que se clasifica dentro del
phylum Platelmintos (1), clase Trematoda, subclase Digenea, orden Equinostomiformes
y familia Fasciolidae (2). La infeccion con F. hepatica ocurre por la ingestion de la
metacercaria, la cual se encuentra usualmente enquistada en plantas acuaticas como el
berro y es el estadio infectante en la fasciolosis. Una vez ingerida, la metacercaria
atraviesa el estomago y luego el intestino delgado, en donde termina su proceso de
desenquistamiento y se transforma en una larva juvenil. Esta Gltima tiene la capacidad
de penetrar la pared del intestino delgado y migrar a través de la cavidad abdominal
hasta alcanzar el higado. Alrededor de los cuatro a seis dias post-infeccion las larvas
juveniles ingresan al higado, atravesando el parénquima hasta ubicarse en los conductos
biliares. El adulto se localiza en los conductos biliares mayores y la vesicula biliar en
sus huéspedes definitivos tales como ganado vacuno, ovino, caprino y eventualmente en
humanos. Alli los parasitos maduran a su estadio adulto y viven por afios, normalmente
entre 1-2 afios en el ganado vacuno y hasta 20 afios en el ganado ovino (Figura 1). Los
huevos fecundados son expulsados al medio ambiente con las heces, y madurando
cuando se encuentran en un medio acuatico con condiciones favorables de temperatura
dando origen a una larva ciliada de vida libre, el miracidio. Este tiene una vida de
alrededor de 24 hs, durante las cuales nada en cursos de agua, hasta alcanzar un caracol
del género Lymnea. Dependiendo de las condiciones ambientales, al cabo de 40 a 60
dias, se liberan al medio ambiente cercarias que rapidamente se enquistan en las

pasturas dando origen a la metacercaria (3).
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Introduccion
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FIGURA 1. Ciclo bioldgico de F. hepatica. 1. Los huevos abandonan el hospedador definitivo
con las heces. 2. De los huevos eclosionados emergen larvas ciliadas, los miracidios. 3. Los
miracidios penetran en el hospedador intermediario, un caracol de agua dulce, Lymnaea viatrix.
4. En el interior del caracol, los miracidios se transforman en esporoquistes (4a) que se
desarrollan en redias (4b) y éstas en cercarias (4c). 5. Las cercarias abandonan el caracol y, tras
un periodo de vida libre en el agua, se enquistan sobre plantas acuaticas, transformandose en
metacercarias. 6. Las metacercarias son ingeridas por el ganado o por humanos, hospedadores
definitivos. El desenquistamiento se muestra en (7). 8. Las larvas juveniles atraviesan la pared
intestinal, caen a peritoneo y luego migran por el parénquima hepatico hasta alcanzar los
conductos biliares, donde se originan los parasitos adultos, que producirdn huevos eliminados
por el hospedador en la materia fecal. Fuente: Centers for Disease Control and Prevention
(CCD). Créditos a José Antonio Penas SCIENCE PHOTO LIBRARY

Fasciolosis

La fasciolosis es una enfermedad cosmopolita que afecta la ganaderia mundial y a su vez
representa un importante desafio para la salud publica. EI ganado vacuno y ovino son los
huéspedes definitivos mas afectados por F. hepatica, aunque bufalos, caballos, camellos,

guanacos, ciervos y conejos pueden contraer también la infeccion. Las pérdidas econdmicas
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Introduccion

mundiales debido a esta patologia se estiman en unos 3000 millones anuales en el sector
agropecuario, mientras que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la ha incluido en las
lista de enfermedades tropicales desatendidas méas importantes, con un numero estimado de 17
millones de personas infectadas y 180 millones mas en riesgo (4, 5). Estos nimeros de casos
podrian estar subestimados, ya que al no ser una enfermedad de reporte obligatorio, es
frecuentemente subdiagnosticada y no existen registros sanitarios en numerosos paises (6). El
dafio que produce el parésito en los animales se manifiesta por la produccién reducida de carne
y leche (7), disminucion de la calidad de la lana (8), decomisos de higado, infecciones
secundarias por bacterias, abortos, reduccion de fertilidad y en muchos casos en zonas de alta
incidencia, la muerte de los animales por la manifestacion aguda de la enfermedad.

En humanos, asi como otras enfermedades parasitarias desatendidas, las infecciones son
usualmente no letales con sintomas clinicos crénicos no patognomaonicos, pero que tienen una
injerencia en la economia de los paises por su rol incapacitante en los trabajadores. Este hecho
modifica al indice DALYS, (afios de vida adaptados a la discapacidad), el que representa en
términos ordinarios los afios de vida saludable perdidos por la infeccion. La suma de los
DALYs en la poblacion puede considerarse como una medida de la brecha entre el estado de
salud actual y una situacién de salud ideal. Se estima que el nimero correspondiente de
individuos incluidos en DALY's por fasciolosis a nivel mundial es de 197000, lo que coloca a la
fasciolosis entre las principales enfermedades parasitarias debilitantes que ocasionan pérdidas

en las economias en desarrollo en miles de millones de dblares cada afio (9-11).

La fasciolosis, un problema sanitario desatendido

Si bien la definicion de epidemiologia estd dada en el contexto de la salud humana, en el
marco de las enfermedades parasitarias el término se aplica tanto a los animales como a
humanos (12). La epidemiologia de la fasciolosis depende de la presencia del caracol
Lymnaea, condiciones idoneas de humedad y temperatura, factores topograficos y
sistemas de pastoreo utilizados (13). En los ultimos afios se han detectado cambios en
los comportamientos de los huéspedes intermediarios, como asi también la aparicién de
otros géneros de caracoles resistentes a factores externos. Estos cambios permiten
extender las 4reas de incidencia de la enfermedad, demostrando la capacidad de
adaptacion del parésito a diferentes nichos ecologicos, influenciada directamente por el
efecto del cambio climéatico (14-17).

Los mamiferos herbivoros que actian como hospedadores definitivos de F. hepatica

presentan distinto grado de susceptibilidad y de resistencia al parasito (18, 19). Por
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ejemplo, las ovejas son muy susceptibles y no presentan resistencia, mientras que el
ganado bovino es menos susceptible y su resistencia frente al parasito es moderada.
Esto determina que el desarrollo y los efectos de la infeccion sean diferentes en cada
grupo, observandose por ejemplo mayor mortalidad en ovinos que en bovinos (20, 21).

La epidemiologia de F. hepatica, como la de otros agentes productores de zoonosis,
presenta diferencias regionales. De manera que, el estudio de los aspectos sustanciales
de su ciclo de transmision, merece atencion local a los efectos de establecer medidas
racionales para su prevencion y control. La fasciolosis ha sido reportada en los 5
continentes (22) y ningin pais puede ser considerado libre de riesgo. Las areas
reconocidas de alta transmision son las Altiplano de América del Sur, el valle del Nilo,

la cuenca del mar Caspio, asi como el este y sureste de Asia (23) (Figura 2.).

FIGURA 2. Distribucion global de la infeccién por Fasciola en humanos, de acuerdo a lo
informado por OMS. En rojo se presentan los paises que reportaron casos de Fasciolosis en
humanos. Adaptado de Ashrafi y col. 2014 (23)

En algunas areas, la endemicidad en humanos es casi del 100 por ciento. En regiones
endémicas, los nifios muy pequefios y las mujeres tienen mdas probabilidades de
infectarse. Por otra parte, existe una alta incidencia de coinfeccion con otros parasitos,
especialmente con Echinococcus granulosus.

En Argentina, el area de distribucion de F. hepatica en animales es extensa, abarca
desde el extremo norte del pais al centro patagonico y de la region precordillerana hasta
la costa del Atlantico. Predomina en las zonas bajas y anegadizas de la provincia de
Buenos Aires, y en la region de influencia del rio Parand, incluyendo las provincias de
Entre Rios y Corrientes (70) y la precordillera de Neuquén, Rio Negro y Chubut (71).
Segtn informes de SENASA, la fasciolosis es endémica y es la cuarta enfermedad mas

importante para el ganado vacuno, con prevalencias superiores al 50% en bovinos y
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60% en ovinos (14) (17) (21) (Oficina de estadistica del SENASA, 2007). En los
ultimos 5 afios, las mayores prevalencias de fasciolosis en frigorificos se registraron en
la Region Patagonica (6,8%), seguida de la Region Noreste (4,1%), Noroeste (2,2%),
Cuyo (1,4%) y Pampeana (0,9%) (21) (Oficina de estadistica del SENASA, 2007)
(Figura 3) pero hasta el momento no hay informacidon sobre la parasitosis en areas
naturales protegidas donde los animales pueden o no infectarse y desempefiar un papel

local en la transmision.
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FIGURA 3. Distribucion geografica de la fasciolosis en Argentina. A) Localizacion de
Argentina en Latinoamérica B) Infeccion por fasciolosis humana (nimero de casos), segun las
provincias; C) Distribucion de la fasciolosis en el ganado bovino, incluidas las prevalencias
provinciales. Datos proporcionados por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASA) de mataderos ubicados en las distintas provincias periodo 2006-
2009 (bov = bovinos; ov = ovinos). Adaptado de Roberto Mera y Sierra y col., 2011,(14).
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En el caso de Cordoba, reportes del frigorifico Bustos Beltran muestran que la
enfermedad esta ampliamente distribuida en todos los departamentos de la provincia en
mayor o menor medida de acuerdo a los decomisos de visceras infectadas. En zonas
serranas de la provincia, las ovejas y cabras son de los animales mas afectados por la
enfermedad, ya sea por sus habitos de alimentacion, como por su capacidad de expandir
la infeccidn por contaminacion de pasturas. Los pequefios productores de la region se
muestran preocupados por la situacion producto de las pérdidas ocasionadas en la
industria ganadera ya sea por las muertes o los costos elevados de los antiparasitarios

usados.
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En Cdrdoba se han reportado 430 casos de personas infectadas en un periodo de
seguimiento que comprende desde los afios 1940-2010, producto de diagndsticos que se
realizaron por analisis coproparasitologicos (288), intradermorreaccion (63), cirugia
(43), serologia (13) y seis presentaciones erraticas (Figura 3). En general, las
infecciones ocurren de enero a abril al aumentar las precipitaciones y las temperaturas,
aungue se han analizado casos de brotes durante estancias vacacionales o de fines de
semana largo con consumo de plantas acuaticas regionales sin el cuidado adecuado (14).
Debido a la importancia clinica y patogenicidad de la fasciolosis, los pocos analisis de
prevalencia obtenidos permiten concluir que la presencia de fasciolosis humana debe ser

considerada como una patologia infecciosa de gran importancia en la salud publica.

Fases de la infeccion

El dafio producido la fasciolosis esta directamente relacionado con la localizacién del
parasito y la fase del ciclo evolutivo en el hospedador definitivo. La época del afio en la
cual ocurre la infeccion, la concentracion de metacercarias tanto presentes en el
ambiente como ingeridas, también son factores determinantes en el grado de
compromiso y la letalidad de la infeccidn. Durante la etapa invasiva las larvas migrantes
juveniles atraviesan la pared del intestino y migran dentro de la cavidad peritoneal hasta
la cépsula de Glisson, sin producir lesiones de importancia. En este periodo, en los
hospedadores los signos clinicos y los hallazgos patol6gicos son poco frecuentes,
excepto por pequefios focos hemorragicos en la cavidad peritoneal, sin cambios en la
pared intestinal (24). Este fendmeno estaria relacionado a la capacidad del parasito de
inhibir la activacion del sistema inmune y modular la funcién de células reclutadas en el
peritoneo durante este trayecto. En el infiltrado peritoneal se pueden observar un gran
namero de células inmunes como linfocitos, macréfagos y eosindfilos (25).

La fasciolosis puede presentar tres formas clinicas diferentes: aguda, subaguda y
cronica. El cuadro agudo se reporta cuando se consume un numero considerable de
metacercarias en un breve periodo de tiempo. El desenquistamiento masivo de
numerosas larvas atravesando la cavidad abdominal al mismo tiempo, provoca
hemorragias severas, anemias, ascitis, hepatitis fulminante que lleva a insuficiencia
hepética aguda y muerte en los casos méas graves. Este cuadro también depende de la
edad del hospedador haciéndose letal en el caso de nifios (26).
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La fase cronica es la manifestacion mas frecuente de la enfermedad y se caracteriza por
el consumo de metacercarias en pequefias dosis en tiempos prolongados. El dafio es una
consecuencia de la migracién de los gusanos por el higado provocando ruptura de
tejidos, formacion de taneles, hemorragias y focos necroticos. Todo esto facilita su
transito y alimentacion. Luego, los parasitos ingresan a los conductos biliares, donde
contintan su crecimiento y desarrollo, causando hiperplasia hepética.

También durante la etapa hepética puede desarrollarse la fasciolosis subaguda en la cual
la ingesta elevada de metacercarias en un periodo de tiempo suficientemente largo para

no provocar el proceso agudo o la forma clinica cronica (27)

Tratamiento

A pesar de que en la actualidad existen farmacos fasciolicidas, los mismos no evitan el
dafio hepético producido y los animales no desarrollan inmunidad protectora, por lo que
facilmente quedan expuestos a una futura reinfeccion (28). Dentro de los medicamentos
antihelminticos recomendables, el triclabendazol es el mas importante puesto que puede
eliminar el parésito en cualquier etapa del ciclo, ademéas que la OMS lo ha declarado
como el Unico recomendable para el tratamiento de fasciolosis en humanos (29, 30).

El triclabendazol es un derivado de los benzamidazoles, y se ha propuesto que produce
la interrupcion de procesos vitales como la alimentacion o digestion y la ruptura de la
estructura tegumental. La dosis recomendada es de 10 mg/kg dos veces, obteniendo
resultados cercanos al 90-100% de eficiencia. Este régimen es llevado a cabo todos los
afios, en algunos casos dos veces durante el cambio de temporada aun cuando no
funciona como preventivo haciendo el tratamiento costoso y peligroso (31).

En los Gltimos afios se han reportado casos de resistencia en animales al triclabendazol
en distintos paises entre los que se destacan Australia, Irlanda, Brasil y Argentina
provocando la disminucion de su eficacia. En humanos los casos de resistencia se han
centrado en zonas endémicas con contactos directos con ganado, practicas inadecuadas
de riego y consumos altos de vegetales no cocinados como Bolivia, Perd, Chile, Turquia
y areas rurales de Holanda (31).

En este contexto, y frente al uso indiscriminado e inadecuado de la droga por parte de
los productores, el desarrollo de una estrategia preventiva de inmunoprofilaxis parece

ser el Unico camino hacia el éxito en la batalla contra la fasciolosis (4). Sin embargo, a
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lo largo de los afios se ha visto dificultado puesto que, tanto en animales como
humanos, el parasito establece una desregulacion del sistema inmune del hospedador
para facilitar su subsistencia. De hecho, hasta la fecha existen muy pocas vacunas
disponibles a nivel comercial contra los principales helmintos parésitos y en particular

contra F. hepética (32).

Mecanismos efectores y de evasidn del sistema inmune en la infeccion
por Fasciola hepatica

Los helmintos son macropatdgenos, una condicion que impide que sean ingeridos por
las células fagociticas. Durante la infeccion por estos parésitos, los productos secretados
juegan un papel fundamental como moduladores de la activacién de células que
participan en la induccion de respuestas inmunes innatas y adaptativas. La prevalencia
de infecciones producidas por helmintos se ha visto favorecida por la co-evolucién de
los parésitos junto al sistema inmune de los vertebrados, desarrollando estrategias como
la liberacion de moléculas inmunomoduladoras, modificando su tamafio o la
composicion del tegumento, para evadir el ataque por parte del hospedero (33, 34).
Durante la infeccién con F. hepatica, el sistema inmune innato del huésped desempefia
un papel importante tanto para la defensa como para estimular la respuesta inmune
adaptativa (35). Las respuestas innatas provocadas por la infeccion incluyen eosinofilia
marcada y una rapida activacion de macréfagos en el intestino y peritoneos del huésped
a medida que las larvas juveniles viajan hacia el higado (36, 37). La activacion de estas
células promueve la inmunidad humoral (respuesta adaptativa) mediante la
diferenciacion de células T-helper (Th2) que producen las citoquinas IL-4, IL-5 e I1L-13,
lo que resulta en la secrecion de anticuerpos 1gG1, IgE e IgA. Por otro lado, se suprime
la diferenciacion de las células Thl y Th17 que promueven respuestas inmunitarias
proinflamatorias (Figura 4) (33, 38). Las respuestas inmunes a los patdgenos mantienen
un equilibrio de expresion Thl / Th2 / Th17 para hacer frente a los desafios inmunes
variables (39) .

El tegumento del paréasito cambia su conformacion a lo largo del trayecto migratorio del
parasito hasta su llegada al higado. EI mismo evoluciona desde una larva migrante a
gusano adulto. Este recambio permanente de la capa exterior, glicocalix, permite la

evasion del sistema inmune y se ha reportado que funciona a una velocidad mayor que
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las de otros helmintos, incluso ain méas cuando los anticuerpos especificos logran unirse
a la superficie e intentan desarrollar su fase efectora (40, 41). Estos datos nos permiten
teorizar que cuanto mas temprana sea la expulsion del parasito, el sistema inmune esta
menos proclive a ser inhibido. Los puntos criticos para lograr inhibir el ciclo del
parasito serian el intestino, el peritoneo y la capsula del higado por lo que aqui deberia
actuar cualquier tipo de inmunoprofilaxis utilizada (37, 42, 43).

La liberacién de productos excretores-secretores en conjunto con la expresion de
antigenos tegumentales del parésito y alarminas derivadas del huésped, producidas por
el dafio en la pared intestinal promueve el reclutamiento de macréfagos. Estas células
son activadas alternativamente expresando elevados niveles de actividad de arginasa a
expensas de la disminucion de la respuesta de la enzima Oxido nitrico sintetasa
inducible (iNOS), permitiendo la diferenciacién a células Th2 y células T regulatorias.
Otro efecto inducido por este paréasito, es el reclutamiento de mastocitos a la cavidad
peritoneal que permitiran disminuir la reaccion a ligandos de bacterias provenientes del
lumen intestinal e inhibiendo la respuesta Thl inducida por la traslocacion bacteriana
(44-46).

Otra poblacién de células inmunes mas comprometidas cuando se produce la infeccion
con F. hepatica son las células dendriticas (CDs). Estudios han reportado que las CDs
tratadas con antigenos de F. hepatica, carecen de algunos marcadores de maduracion
clasicos, como pueden ser las moléculas co-estimuladoras (CD80, CD86, MHCII,
CD40) y/o una produccion disminuida de citoquinas pro-inflamatorias (IL-12, TNFa)
(25, 47) (Figura 4). También ha sido comprobado que la maduracion de CDs se ve
afectada por los antigenos de este paréasito, impidiendo que los agonistas de Receptores
tipo Toll (TLR) puedan realizar la activacion. En cuanto al fenotipo se ha visto que se
genera un nuevo tipo de CDs denominada “semi-maduro” que se lo asocia con
respuestas tolerogénicas (48). Por lo tanto podemos decir que los antigenos
provenientes de F. hepéatica pueden modular la respuesta inmune a traves de la
manipulacion de la actividad y funcion de las CDs, promoviendo la induccion de

respuestas ineficaces en la eliminacion del parasito (49, 50).
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FIGURA 4. Modelo de respuesta inmune frente a la infeccion croénica por F.
hepatica. 1. Patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs) liberados por F.
hepatica inducen macréfagos M2 (activados alternativamente). 2. Los macréfagos
activados alternativamente atraen mastocitos, 3. Estas células (macrdéfagos, CDs y
mastocitos) inhiben las respuestas innatas a antigenos de las bacterias que infectan al
huésped mientras los parasitos atraviesan el intestino del huésped. 4. La inhibicién de
las respuestas innatas produce niveles bajos de IL-12, IL-23, TNF e IL-6. 5. Los niveles
bajos de estas citoquinas impiden el desarrollo de las respuestas Thl y Th17. Adaptado
de Dalton y col. 2013 (33).
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Interaccion de F. hepatica y sus huéspedes

Mdltiples especies de mamiferos estan expuestos a contraer la infeccién con F.
hepatica, y més alla de que los sintomas se mantengan por la capacidad del parasito de
consumir sangre y provocar anemia o hemorragias, lo fundamental consiste en entender
las diferencias que se encuentran en término del grado de susceptibilidad o resistencia
por las distintas especies de huéspedes. El sistema inmune de cada animal reacciona de
manera distinta frente a la infeccion y es un proceso dinamico donde entran en juego
distintos mecanismos efectores.

Los bovinos desarrollan resistencia y pueden eliminar la infeccion en el transcurso de
meses de producida. El rechazo se da en los casos de reinfeccion produciendo una
reduccion de la carga parasitaria (51, 52).

En el caso del ganado ovino son muy susceptibles a la fasciolosis, no desarrollan
resistencia frente a un nuevo contacto con la enfermedad, por lo tanto, terminan
falleciendo frente a repetidas infecciones. Se prevé que la generacion de fibrosis en el
higado no permite el ingreso del gusano en una proxima infeccion lo que valida la
menor injerencia en la salud del animal en una reinfeccién (19, 42, 53). Los conejos y
ratones presentan un desarrollo de la enfermedad similar entre estas especies por lo que
su utilizacion como modelo experimental se basa en su capacidad de emular la
infeccion, el bajo costo y su facilidad de manejo en las habituales instalaciones de
cuidado (54, 55).

En humanos el desarrollo en general de la enfermedad es cronico con niveles altos de
morbilidad y presencia de gusanos en los canaliculos biliares por largos periodos, pero

sin un gran numero de casos de mortalidad (6, 56)

El camino hacia el desarrollo de una vacuna

Hasta la fecha no existe una vacuna comercial disponible para la prevencion de la
fasciolosis. Estudios en la generacion de una vacuna han obtenido resultados diversos
con un porcentaje de proteccion promedio de 50%, que tuvieron como variables entre si
los modelos y los inmundgenos utilizados. Los primeros intentos fueron utilizando
metacercarias irradiadas, productos excretores secretores (PES) de F. hepatica o

extractos somaticos del parasito. Aunque en estos primeros experimentos los niveles de
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efectividad fueron mas bajos de lo esperado, los resultados con cada una de las
propuestas fueron aportando informacion tanto al entendimiento de la infeccion como el
desarrollo de una nueva vacuna. En bovinos se logro probar que era posible activar el
sistema inmune mediante la inmunizacion y lograr una inmunidad parcial. En el caso de
ovinos, la vacunacion tuvo dificultades para generar una respuesta inmune protectora en
el tiempo y demostro la susceptibilidad natural que presenta el huésped (4, 32, 57).

En la dltima década se ha avanzado rapidamente en la tecnologia “omics” permitiendo la
generacion de una amplia base de datos del genoma de distintos parasitos, entre ellos de
F. hepatica La implementacidn de estas nuevas estrategias ha permitido la aplicacién de
novedosos procedimientos como la utilizacion de herramientas bioinformaticas que
predicen epitopes especificos para células B y T o vacunas comestibles, las cuales
permiten por ejemplo la inmunizacion oral con antigenos recombinantes expresados en
tejidos vegetales . Se puede sumar a ellos las vacunas de ADN, que debido a su baja
inmunogenicidad en animales grandes no se han demostrado los niveles de proteccion
necesarios para considerar un avance de fase en la investigacion (58-61).

Los intentos fallidos fueron haciendo emerger la idea de la necesidad de nuevos blancos
moleculares definidos donde centrarse para dirigir la respuesta del hospedero debido a

la complejidad del parésito y los modelos donde llevarlo a cabo.

Proteinas recombinantes usadas como antigenos vacunales anti F.
hepatica

Diferentes proteinas nativas presentes en los PES o estructuras constituyentes de F.
hepatica tales como el tegumento, o antigenos somaticos han sido usadas en el
desarrollo de vacunas contra este parasito. Una de las primeras proteinas elegidas por el
perfil inmunoprotector inducido en otras helmintiasis, es el caso de la proteina
transportadora de é&cidos grasos (FABP) (54), la cual logré diferentes niveles de
proteccién segun el modelo utilizado. Otra opcidn en el mismo sentido fue la utilizacion
de Glutation S-transferasa (GST), la cual en su forma nativa logré niveles interesantes
de proteccion cercanos al 70% en ensayos en bovinos y ovinos (10, 34, 62). Por otro
lado. los recombinantes de GST no pudieron reproducir lo encontrado en la forma

nativa.
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Las proteasas secretadas por el parasito se transformaron en un blanco interesante, ya
que su funcion es fundamental por ser efectores moleculares principales tanto en la
infeccion migracion y establecimiento del parasito, como en la evasién de los
mecanismos de defensa, sin dejar de lado su papel esencial en la obtencion de nutrientes
(4, 63-67).

De acuerdo al mecanismo catalitico y a los residuos fundamentales en la reaccion de
hidrolisis, las proteasas se clasifican en varios grupos: serin proteasas, cistein proteasas,
aspartil proteasas, metaloproteasas, treonin proteasas y glutamil proteasas (67).De estos
grupos se ha visto que las cistein proteasas se expresan en todos los estadios de vida del
pardsito y representan el grupo predominante. A través de un analisis protedmico de
PES de gusanos adultos, se observa que constituye uno de los componentes principales
de este estadio de desarrollo y se caracterizé como Catepsina L1y L2 (FhCL1 y FhCL2,
respectivamente), proteinasas lisosomales de vertebrados, a la fraccion mayor.

La utilizacion de la combinacion de estas fracciones homogéneas en modelos ovinos
indujo un 60% de proteccion, pero fue menos eficiente cuando fueron utilizados por
separado (34% FhCL1 Y 33% FhCL2). Teniendo en cuenta que el grado de proteccién
generado por vacunas que utilizan proteinas provenientes del parasito adulto pueden
inducir porcentajes variables y no son reproducibles entre distintos modelos animales,
se consider6 que una proteina altamente expresada en la fase juvenil seria una molécula
blanco maés interesante en el desarrollo de una vacuna por la importancia de producir
una respuesta inmune protectora antes que el parasito establezca los mecanismos de
evasion y modifique su conformacion estructural (61, 68-70).

Durante el desenquistamiento, el 80% de las cistein-protesas se correspondieron con
Catepsina L3 (FhCL3) y Catepsina B (FhCB), siendo las encargadas de favorecer el
traspaso a traves del intestino y la penetracion de la capsula del higado. La estrategia de
controlar estos puntos para permitir la expulsién del parasito fue testeada en ratas
encontrando un 63% de proteccion mediante el uso de FhCL3 solo y un 53% en
conjunto con FhCB (63, 69, 71).

Aunque los porcentajes de proteccion en el caso de vacunas experimentales
desarrolladas contra proteasas no son lo suficientemente altos como para considerarlo
comercialmente, la importancia de estas enzimas en el desarrollo de la enfermedad es
innegable puesto que la exposicion a recombinantes es suficiente para generar una
respuesta inmune parcialmente preventiva contra el parasito. Un camino interesante a

recorrer es el estudio de los inhibidores de proteasas, ya que estos son los encargados de
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controlar la actividad proteolitica de enzimas, fundamentales para la supervivencia del

parésito.

Uso de la molécula de tipo Kunitz (FNKTM) como una herramienta
novedosa para combatir la fasciolosis

Las serina peptidasas estan involucradas en muchos procesos fisioldgicos que incluyen
digestion, homeostasis y la cascada del complemento en distintos organismos de la
naturaleza. Los parasitos tienen la capacidad de regular tanto sus propias proteasas o las
del huésped para su propio beneficio, estos procesos llegan a ser exitosos por la
utilizacion de varios inhibidores entre los cuales se destacan las proteinas de la familia
tipo kunitz. Los miembros de la familia tipo kunitz estudiadas hasta el momento actdan
sobre las serin-proteasas, aunque se ha visto que también pueden tener la capacidad de
inhibir aspartato y cistein-proteasas. Inhibidores tipo kunitz pueden actuar bloqueando
los canales catidnicos, modulando la respuesta inmune y permitiendo el establecimiento
del paréasito. Estudios protedbmicos han demostrado que los inhibidores de proteasas son
la segunda proteina mas expresada en los productos PES en adultos y en larva migrante
juvenil (NEJ) de F. hepatica con abundante representacion de FhKTM vy serpinas
(Figura 5). El primer lugar lo ocupan las proteasas en especial las cistein proteasas, de
aqui la importancia del descubrimiento de la capacidad de FhKTM para inhibir
Catepsinas tipo L aunque no presente actividad contra otra importante enzima de la
familia como Catepsina B. Este es el primer miembro de la familia tipo kunitz que

muestra un accionar exclusivo para inhibir cistein-proteasas. (72, 73)
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FIGURA 5. Inhibidores de proteasas producidos por trematodes transmitidos por
alimentos en respuesta a proteasas en el huésped. Tras la ingestion por un huésped
mamifero, las metacercarias de los trematodes transmitidos por los alimentos estan
expuestas a una gama de proteasas del huésped, incluyendo tripsina, quimotripsina y
elastasa pancredtica (PE). Las metacercarias desenquistadas secretan inhibidores de
proteasas (p. Ej.PWSERPIN, CsSERPIN, Fh Kunitz) para protegerse y favorecer la
penetracion de tejidos como asi también la migracion a los pulmones (por ejemplo,
Paragonimus westermani) o al higado (p. €j., F.hepatica, Clonorchis sinensis), de esta
forma pueden sobrevivir al ataque células inmunes como los neutréfilos, para
convertirse en gusanos adultos. Adaptado Ranasinghe y col. 2017 (72).

Las Catepsinas L, como asi también B, juegan un rol fundamental en la migracion de
NEJ para llegar al higado, ya sea para atravesar el parénquima intestinal como para
evadir el sistema inmune. Estas enzimas se encargan del mantenimiento y prevalencia

del paréasito en el huésped por lo tanto FNKTM puede participar regulando las proteasas

secretadas tanto por el parasito como por el huésped (74).
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El descubrimiento de FNKTM se produjo mediante el aislamiento de proteinas de un
extracto completo del parésito. La porcion aislada se correspondia con 58 aminoacidos
que presentaban una leve o nula actividad de inhibicién contra proteasas como
quimitripsina, kalicreina, urokinasa, tripsina y otras serine proteasas participantes de la
cascada de coagulacion. Ademas mediante inmunofluorescencia se logro establecer su
expresion en el intestino, el tejido parenquimal y el tegumento del gusano adulto
(Figura 6) (73, 75). Los conocimiento de FhRKTM a cerca de la funcion de inhibir de
forma exclusiva la cistein-proteasa Catepsina L y que su expresion se encuentra elevada
en las primeras horas desde el ingreso de la metacercaria, permitieron suponer un rol en
la supervivencia de las NEJ (76). Estudios previos utilizando un anticuerpo monoclonal
MM3 especifico para Catepsina L que también podia aislar en la porcion reconocida a
FhKTM permiten suponer que ambas proteinas formaban parte de un complejo
molecular que es liberado por el paréasito en el cual FRKTM protege tanto a la Catepsina

del ambiente como al parésito de su propia proteasa (77).
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FIGURA 6. Inmunolocalizacién de FhKTM en NEJ mediante microscopia laser de
barrido confocal. Expresion en el parénquima (flechas blancas) e intestino (flechas
negras) de FNKTM, marcado con anticuerpos policlonales anti-FhnKTM producidos en
conejo, seguidos del anticuerpo secundario, 1gG de cabra anti-conejo marcado con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a las primeras 24 hs desde el desenquistamiento.
Todas las muestras se tifieron con isotiocianato de faloidina-tetrametilrodamina
(TRITC) para tefiir el tejido muscular (fluorescencia roja) y proporcionar estructura. OS,
succionador oral; VS, succionador ventral. Adaptado de Smith y col.2016 (76).

La utilizaciéon de inhibidores de proteasas ha sido estudiada previamente tanto para la
generacion de vacunas como potencial adyuvante basandose en su actividad enzimatica
. Durante afos luego de su aislamiento en productos excretores-secretores, tegumento y
huevos de Schistosoma mansoni, el inhibidor de proteasas tipo Kunitz de S. mansoni
(SmKI-1), fue utilizado como antigeno en una formulacion con resultados prometedores,
logrando desarrollar una nueva estrategia efectiva que podria erradicar en conjunto con
las drogas antiparasitarias la infeccion por Schistosomiasis . El potencial de las
proteinas que contiene dominios tipo Kunitz para generar vacunas es relevante por su
capacidad de mantener las estructuras entre especies, aunque puedan evolucionar
separadamente y tener una nueva especificidad. Asi la utilizacion de péptidos sintéticos

cortos conteniendo epitopes especificos provenientes de dominios tipo Kunitz Smp-
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147730 en el caso de S. mansoni produjo una proteccion parcial en ratones Balb/c
infectados, con reduccion de gusanos, lesiones y huevos atrapados en el higado (78-80).
Otra enfermedad en que se intentd desarrollar una vacuna fue Ancylostoma ceylanicum
utilizando una proteina tipo Kunitz, AceKl, que produjo un retraso en el desarrollo del
gusano en hamsters mientras que la anemia se mantuvo (81, 82)

En base a los antecedentes planteados FnRKTM como inhibidor de serin proteasas tiene
la capacidad de ser un objetivo valido para estudiar como antigeno en el desarrollo de

una vacuna contra F. hepatica.

Las nuevas estrategias vacunales y la necesidad del desarrollo de un
adyuvante

La eleccion de un inmundgeno dirigido a etapas de vida especificas del parésito y la
eleccion del uso de adyuvantes para preparar la vacuna son etapas cruciales para
producir una vacuna eficaz para prevenir la fasciolosis. Una vez definido el antigeno a
utilizar, debemos tener en cuenta que la utilizacibn de vacunas formadas por
subunidades necesita tanto de ayuda en la reactogenicidad como en la inmunogenicidad.
Por eso los adyuvantes se convierten en piezas claves que permiten potenciar una
respuesta inmune fuerte, especifica y duradera, a su vez también pueden cumplir el rol
de sistema de transporte, presentacion, modulacion, estabilizacion y proteccion del
inmundgeno.

Dentro de las cualidades que tiene que presentar un buen adyuvante se destaca también
la seguridad. Este compuesto no debe dar lugar a reacciones adversas o permitir la
generacion de una respuesta autoinmune. Para esto se debe seguir la seleccion y
optimizacion de las sustancias bioldgicas para el registro y aprobacion de nuevos
adyuvantes para uso humano o animal (83). Dentro de las sustancias que estan en
periodo de estudio, se encuentra los péptidos de cadenas cortas conformados por
oligodeoxinucledtidos no metilados sintéticos con motivos CpG (CpG-ODN). Los
cuales emulan el ADN liberado por bacterias y tienen la capacidad de activar el sistema
inmune a través de la interaccion con el receptor intracitoplasmatico tipo Toll 9 (TLR9)
permitiendo al huésped mejorar la capacidad de eliminar al patégeno (84, 85).Los
TLR9 son expresados por multiples células inmunes como las células B y CD que luego

del contacto con CpG-ODN pueden generar mejoras en la respuesta de anticuerpos,
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desarrollar una respuesta inmune de tipo Thl y en algunos casos se comprobd la
presencia de células T CD8+ citotoxicos (86, 87).

Estos datos han sido comprobados en estudios animales y ensayos clinicos en fases I-
I1l. Sin embargo, CpG-ODN presenta algunas limitaciones como corta vida media,
limitada biodistribucion y farmacocinética, pobre especificad y captacion celular. Estas
desventajas llevaron a desarrollar un vehiculo que pudiera explotar el potencial de CpG-
ODN como adyuvante (88, 89).

En este sentido, se desarrolld6 una estructura nanoparticulada conformada por 6-o-
palmitato de ascorbilo (ASC16), la cual se autoensambla mediante un proceso por el
cual se forma una estructura en fase cristal liquida que puede contener el CpG-ODN
soluble dentro y modular su liberacion. La estructura se obtiene luego de calentar una
solucion que contiene ASC16 hasta una temperatura critica micelar y luego del
enfriando, se forma una dispersion tipo gel (Coa-ASC16) que contiene dentro una fase
liquida. Este fendmeno esta dado por las porciones hidrofilicas (cadena alkyl) y grupos
polares (acido ascorbico), que se distribuyen de forma que se produzca una estructura
lamelar tridimensional (Figura 7) (90). Las pruebas hasta el momento utilizando un
modelo de OVA como antigeno y Coa-ASC16 como adyuvante ha dado como resultado
un aumento de los niveles de anticuerpos especificos, una respuesta celular de tipo Thl-
Th17 que se mantiene en el tiempo y sin efectos toxicos adversos (91, 92). Los reportes
de respuestas exitosas contra F. hepatica se caracterizan por una respuesta de
anticuerpos mixta IgG1-1gG2 y los perfiles de respuesta Th1-Th17 (33, 57, 93-95). Por
ello, es interesante pensar que ademas de proveernos de un medio de transporte seguro
con un eficiente sistema de dosificacion para el antigeno, nos ofrece un perfil de

respuesta inmune favorable para la expulsién del parasito
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FIGURA 7. La formulacion de OVA y CpG-ODN con la nanoestructura. (A)
Representacion esquematica de Coa-ASC16 e imagen fotografica. (B) Esquema representacion

de OVA / CpG-ODN / Coa-ASC16. Adaptado de Chiodetti y col. (91).

En funcion de estos antecedentes la formulacion FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16

aparece como un candidato capaz de generar importantes niveles de proteccion en un

modelo murino de fasciolosis y la colocan como una posible vacuna con un perfil de

inmunoproteccién elevado en los huéspedes naturales en proximas experiencias. En

consecuencia, el uso del péptido o proteina FNKTM aparece como una perspectiva

interesante, no s6lo en el plano del desarrollo de inmundgenos contra helmintos, sino

ademas con vistas al estudio de los mecanismos de adaptacion que el parésito pone en

practica en la interface frente al huésped
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Objetivos

Objetivos generales

El objetivo general de este trabajo de tesis es investigar la capacidad una proteina del
parésito helminto Fasciola hepatica, el inhibidor de proteasas de tipo Kunitz (FhnKTM),
en el desarrollo de una vacuna que promueva la induccion de una respuesta inmune
efectiva en contra de la infeccion con el parasito.

Los resultados que se obtengan de este estudio aportaran datos sobre la optimizacion de
un sistema vacunal para prevenir la infeccion con un parasito endémico en nuestra
region, y permitira disefiar vacunas mas eficientes con potencial para ser utilizadas en el

ganado

Objetivos especificos

1. Determinar la eficacia del tratamiento con el péptido FNKTM en combinacién
con el adyuvante CpG-ODN/Coa-ASC16 para inducir proteccién en ratones

susceptibles a la infeccion con F. hepatica.

2. Investigar la respuesta inmune generada por los distintos tratamientos,
determinando:
A. La respuesta inmune celular, estudiando la generacion de los perfiles Thl, Th2 y

Th17 en los ratones inmunizados.

B. La respuesta inmune humoral, investigando la produccion de los anticuerpos IgG1,
19G2a, IgA.

C. El estado de activacion de las células peritoneales responsables de la induccién de la

respuesta inmune

3. Establecer el posible mecanismo involucrado en la respuesta inmune generada
por la inmunizacion con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16
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Hipdtesis

Por todo lo expuesto anteriormente es que hipotetizamos que la generacion de una
vacuna con el péptido FnKTM formulada con el adyuvante FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16, podria resultar en la potenciacion de la respuesta inmune innata con la
activacion de células como neutréfilos o macréfagos (mediado por la respuesta Thl7), o
la respuesta Thl que pudieran controlar al parasito en la fase de migracion antes de su
instalacion en higado. Adicionalmente, por tener la proteina propuesta, una
participacion en procesos vitales para el parasito y haber demostrado ser capaces de
generar anticuerpos, la vacunacion de animales con FhKTM provocaria un titulo
elevado de anticuerpos anti-FhKTM que seria perjudicial para el parésito en las etapas

migratorias tempranas.
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Materiales y Métodos

Animales
Los ratones hembras BALB/c de entre 8-10 semanas fueron adquiridos en el Centro de

Medicina Comparada, Universidad de Veterinaria, Universidad Nacional del Litoral
(Esperanza, Santa fe, Argentina). Todos los animales que fueron utilizados en el
presente trabajo de investigacion fueron mantenidos en el bioterio y bajo las normas por
las que se rige el Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia —
CIBICI — CONICET — CICUAL (nro. 2016-213) (881).

Antigeno - adyuvante
El péptido FNKTM fue sintetizado por ONTORES Biotechnologies (Zhejiang, China) a

partir de la secuencia provista por nuestro laboratorio correspondiente a lo reportado por
Bozas et. al. (75). La identidad y la pureza del péptido se analizaron mediante
cromatografia liquida analitica de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC) y
espectrometria de masas MALDI-TOF, alcanzando una pureza > 95%. El CpG-ODN
fue proporcionado por Operon Technologies, Alameda, CA, EE. UU. El Coa-ASC16 se
prepar6 mezclando con palmitato de 6-O-ascorbilo al 2% (p / v) y al 5% de dextrosa en
un tubo eppendorf segun un disefio y evaluacion de la capacidad adyuvante. La solucién
se llevo a la temperatura critica micelar (72°C) y luego se homogeneizé en un bafio
ultrasonico durante 10 minutos y finalmente se dejo alcanzar la temperatura ambiente.
La consistencia obtenida fue semisolida. FNKTM y CpG-ODN se incorporaron en Coa-
ASC16 siguiendo los pasos descritos como se describe Sanchez Vallecillo MF y col.
(90).

Ensayos de inmunizacion
Los ratones BALB/c se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos (n = 4-5) como se

describe en la figura 8

GRUPOS TRATAMIENTOS

SIN TRATAMIENTO No Inmunizado y No Infectados

INFECTADO No Inmunizado e Infectados

CpG-ODN/Coa-ASC16 Inmunizado con Adjuvante e Infectados
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 Inmunizado con FAKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 e Infectados

FIGURA 8. Tabla de distribucion de los ratones en los grupos correspondientes al
modelo experimental disefiado
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Las inmunizaciones se realizaron 3 veces a intervalos de 1 semana durante 2 semanas.
Cada raton se inmuniz6 con una dosis completa (250 pl) distribuida equitativamente en
cinco sitios: cola, espalda, region del cuello y en ambas extremidades posteriores (25 pl
/ sitio). EI CpG-ODN se administré a 75 pg/ratén/dosis. La dosis inyectada de FhKTM
fue de 10 pg/ratén/dosis. Una semana después de la ultima inmunizacion, todos los
grupos fueron infectados por via oral con 6 metacercarias de F. hepatica (Laboratorio
Dr. Sanabria, Universidad Nacional de la Plata, La Plata, Argentina). Los ratones fueron
eutanizados a tres dias diferentes 0, 4 y 24 después de la infeccion de acuerdo al

esquema experimental (Figura 9).

% Infeccién Oral
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Dias 0 7 14 21 25 45 75
Odpi  4dpi 24 dpi

FIGURA 9. Disefio experimental en ratones BALB/c para la administracion de la vacuna
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16

Evaluacién del dafio hepético
El dafio hepatico de los ratones se evalu6 mediante tres formas diferentes. La actividad

alanin transaminasa y aspartato transaminasa fue determinada en sueros de animales
infectados y no infectados utilizando un kit comercial por BIOCON (96). Las lesiones
macroscopicas se puntuaron (rango de 0 a 5) segin el método descripto por
Changklungmoa N vy col. teniendo en cuenta la extension del dafio en la superficie de
los higados (97). Por otro lado, el examen histopatoldgico se realizé después de que los
higados se fijaron en formalina tamponada neutra al 10% durante 48 h, seguido de
inclusion en parafina. Secciones de 5 pum se tifieron con hematoxilina y eosina (HE).
Las muestras histologicas se puntuaron de acuerdo con lo descripto por Chien-Chang
Ch y col. con modificaciones (98). Las lesiones se puntuaron entre 0 y 9 en funcién de

los siguientes hallazgos: infiltracion de células inflamatorias (rango de puntuacion, 0 a

44



Materiales y Métodos

3), junto con la evaluacion del dafio del tejido hepatico (necrosis, focos hemorragicos,
fibrosis, rango de puntuacién de 0 a 3), presencia de tineles y gusanos (rango de

puntuacion, 0 a 3), con 0 como normal y 9 como el que presenta el dafio mas severo.

Supervivencia
La curva de supervivencia se realiz6 a través del ensayo en los distintos grupos, en

donde se observo la mortalidad y la supervivencia de los ratones en diferentes grupos
hasta la finalizacion del experimento y se determind la curva de supervivencia en cada
uno de los grupos en estudio hasta el dia 75 después de la infeccion utilizando el
software GraphPad Prism version 6.0 (GraphPad Software).

Insumos y reactivos
Se utilizaron anticuerpos comerciales en la técnica de ensayo inmuno-enzimatico

(ELISA) sandwich para la deteccion de IL-6 (Catalogo Nro. 555240, Lote: 2324756),
IL-10 (Catdlogo Nro. 555252, Lote: 2324786), TNF (Catadlogo Nro. 560410, Lote:
2428757), IL-4 (Catdlogo Nro. 555243, Lote: 31119632) e IFN-y (Catalogo Nro.
551866, Lote: 2356934) y los anticuerpos para citometria de flujo anti MHC-11 PE,
(anti- I-A/I-E, Catadlogo Nro. 556999, Lote: 87256, diluciéon: 1/200), IL-17 PE,
(Catdlogo Nro., Lote, dilucion: 1/100), anti IFN-y PE (Catalogo Nro. 554412, Lote:
6271702, dilucién: 1/200), anti CD4 FITC (Catalogo Nro. 553046, Lote: 6272056,
dilucion: 1/400), anti CD11b APC (Catalogo Nro., Lote: , dilucion: 1/500), anti F4/80
PE (Catalogo Nro.12480182, Lote: 87256, dilucién: 1/500), anti CD170 (Siglec-f) APC
(Catalogo Nro.50170282, Lote: 6272056, dilucion: 1/500) y anti CD8 APC-Cy7
(Catalogo Nro. 561093, Lote: 6374020, dilucion: 1/400) fueron obtenidos en Becton
Dickinson (San Diego, California, USA). Los Kits de ELISA fueron empleados segun el
protocolo establecido por el fabricante. Mientras que las diluciones de los anticuerpos
para citometria de flujo fueron establecidas en nuestro laboratorio. El lipopolisacarido
(LPS; E. coli cepa 0111:84, Catadlogo Nro. L4005) fue obtenido Sigma Aldrich (St.
Louis, MO, USA).

Analisis de la respuesta de anticuerpos por ensayo inmuno-enzimatico

(ELISA)
La respuesta humoral desarrollada por los animales inmunizados se analiz6 por técnica

de ELISA segun el protocolo que se describe a continuacion. Las placas de poliestireno
de 96 pocillos (Greiner Bio-One) se sensibilizaron con 100 puL de una solucién del
péptido FNKTM a una concentracion final de 10 ug/mL en PBS durante 18 h. a 4° C.

45



Materiales y Métodos

Las placas se lavaron 3 veces (10 min cada vez) con PBS-Tween. A continuacion, se
incubo con suero fetal bovino (SFB) en PBS al 5% (200 pL/pocillo) para bloquear los
posibles sitios libres sobre el poliestireno incubando durante 1 h a 37° C. Las placas se
lavaron 3 veces (10 min cada vez) con PBS-Tween. Las muestras diluidas en forma
seriada en PBS-SFB 2% se incubaron 1 h a 37° C en cdmara humeda (100 pL/pocillo).
Las placas se lavaron como se describié anteriormente y se agregd una solucién en
PBS-SFB 2% del segundo anticuerpo (anti-lgG1 o anti-1IgG2 o anti-IgA) conjugado a
peroxidasa (Invitrogen) (100 uL/pocillo). Se incubé 1h a 37° C en camara himeda y se
repitié la etapa de lavado. El agregado de 3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidina (TMB) como
cromadgeno (100 uL/pocillo), evidencio la reaccion antigeno anticuerpo. El desarrollo de
color se detuvo a los 15 min. agregando HCI 10% (50 pL/pocillo) y se midio la
absorbancia a 492 nm densidad éptica (D.O.). El titulo se determind por dilucion en
serie del suero y el corte se determind por el doble del valor de la media del blanco.

En el caso de la deteccidon de IgA en heces, se determind en un extracto a través de la
obtencion de 5 pellets de materia fecal en 0,5 ml de una solucién compuesta por 100
pg/ml inhibidor de tripsinas (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 10 mg/ml albumina
bovina sérica (BSA) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) and 30 mM EDTA en PBS,
(pH=7.6). Después de la homogenizacién y centrifugacion a 4 C°, los sobrenadantes
fueron utilizados siguiendo el mismo procedimiento antes planteado para determinar los

titulos de anticuerpos IgA en suero (99).

Determinacion de Citoquinas
La deteccion de 1L-4, 1L-10, IL-5, TNF, IFN-y e IL-17A fue realizada en sobrenadantes

de cultivos celulares utilizando la técnica de ELISA sandwich. Las placas de 96
pocillos, fondo plano (Greiner Bio-One, Catalogo Nro 675061) fueron sensibilizadas
con el anticuerpo de captura correspondiente a 4°C, durante toda la noche. A
continuacion, fueron lavadas e incubadas con PBS-BSA 1% para bloquear los sitios de
unién libres. Luego, de lavadas se incubaron con 25 pl de los sobrenadantes de cada
muestra problema o con los estandares recombinantes para cada placa, durante toda la
noche. Posteriormente, cada placa fue lavada con PBS-Tween 20 e incubada durante 1 h
con el correspondiente anticuerpo de captura marcado con biotina. Luego, las placas se
incubaron con estreptavidina conjugada con peroxidasa (Becton Dickinson, San Diego,
California, USA), durante 1 h. Finalmente, fue agregado TMB, cuya naturaleza

cromogena permitid leer la reaccion a 490 nm en lector de microplacas. Las curvas de
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calibracion, fueron construidas a partir de los estandares recombinantes de cada

citogquina provistos en cada Kit.

Citometria de flujo
Las células de bazo y las células obtenidas a través de lavados peritoneales fueron

centrifugadas y resuspendidas en PBS conteniendo SFB 2% y azida de sodio 0,1%
(PBS/SFB). Para la tincién de moléculas de superficie, 1x10° células se incubaron
durante 30 min a 4°C con los anticuerpos monoclonales (0 sus controles de isotipo)
conjugados a sus respectivos fluorocromos (anti MHC-I1 PE, (anti- I-A/I-E), anti CD4
FITC, anti CD11b APC, anti F4/80 PE, anti CD170 (Siglec-f) APC y anti CD8 APC-
Cy7) en las diluciones indicadas en insumos Yy reactivos. Luego, las células se lavaron
dos veces con PBS/SFB y se resuspendieron en PBS hasta su analisis (Figura 10).

Con el fin de estudiar la expresion de moléculas intracelulares, 1x10° células se fijaron
y permeabilizaron durante 20 minutos at 4°C en solucion Cytofix/Cytoperm de acuerdo
a las instrucciones del proveedor (BD Biosciences). La tincion intracelular se realizo
con los anticuerpos correspondientes (anti IL-17 PE, anti IFN-y PE) o el control de
isotipo durante 30 minutos a 4°C. Por ultimo, las células se lavaron con PBS/SFB dos
veces Yy se resuspendieron en PBS/paraformaldehido 1%.

Las poblaciones celulares fueron analizadas utilizando citometros de flujo BD

FACScalibur (BD Biosciences) y analizadas con el software FlowJo 6.
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FIGURA 10. Estrategia de gates para el andlisis de poblaciones de células peritoneales a
través del software Flow Jo. (A) FSC-SCC > (B) Singletes > (C) FSC-SCC 2 > (D) Tincién
Live/ Dead Aqua > (E) CD4+; CD8+. Las células peritoneales obtenidas de ratones BALB/c
fueron recolectadas y marcadas con Aquadead para la discriminacion entre células vivas y
muertas, y con anti-CD4 (APC) y anti-CD8 (PE) para la determinacion del porcentaje (Utilizado
como ejemplo representativo). Fueron determinadas ademas otras poblaciones F480+CD11b+,
Siglec-f+CD11b+, Ly6G+Grl+, B220+CD4+

Ensayos enzimaticos para la determinacion la actividad inhibitoria de

FhKTM en presencia o ausencia de sueros de animales inmunizados
La proteina recombinante FhCL3 fue incubada con un péptido fluorogénico sintético,

Tos-GPR-AMC, que actia como sustrato de la misma. La enzima fue suspendida en un
buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 6,0, DTT 1mMy EDTA 1mM a 25°C. El sustrato fue
afiadido luego de 10 minutos de incubacion con la enzima en el buffer de reaccion. La
actividad enzimatica se monitoreo mediante la liberacion del grupo fluorescente 7-
amino-4-metil cumarina (AMC) a partir del sustrato Tos-GPR-AMC. Para demostrar la
actividad neutralizante del suero, distintas concentraciones de FNKTM se incubaron con
suero de los animales inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 o
INFECTADO o SIN TRATAMIENTO durante 15 minutos antes de la adiciéon de
FhCL3. Pasados 10 minutos se sumo el sustrato Tos-GPR-AMC. La velocidad de
escision del sustrato se midio a 540 nm usando un lector de placas Biotek ELx800. Las

mediciones de fluorescencia (Unidades de fluorescencia relativa - RFU) se realizaron a
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intervalos de 60 segundos, durante 20 minutos. Como control negativo se usd un

inhibidor especifico de proteasas E64.

Cuantificacidn de poblaciones celulares por Morfologia
Los preparados de células peritoneales fueron realizados usando una citocentrifuga a

1500 rpm por 10 minutos. Cuatro frotis correspondientes a cada grupo fueron tefiidos
con May Grunwald Giemsa (MGG) para su evaluacion morfolégica. Se contaron 200

células por preparados para determinar las distintas poblaciones celulares.

Deteccion de 6xido nitrico
En sobrenadantes de cultivo de células peritoneales se determind la concentracion de

nitritos mediante la adicion de 100 pl del reactivo de Griess (1% sulfonamida y 0.1%
Naftilenodiamina en 5% de acido fosforico) a 100 pl de sobrenadante. La densidad
optica (DO) se leyd a 540 nm y la concentracién de Oxido nitrico (ON) se determiné
utilizando una curva generada a partir de concentraciones estandar de nitrito de sodio
(100).

Bloqueo de IL-17A
A los fines de inducir la inhibicion funcional de IL-17A, se administraron anticuerpos

monoclonales al grupo vacunado con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. El anticuerpo
monoclonal anti-ratén IL-17A purificado (aIL-17A) se prepar6 usando PBS libre de
endotoxina. Dos dias antes y dos dias después de la infeccion, los ratones vacunados
con FhKTM/CpG-ODN/Co0a-ASC16 y el grupo INFECTADO fueron inyectados con
200 pg (i.p., 200 pL) de alL-17A. Se designaron dos grupos control adicionales que
fueron tratados igual que los grupos FnRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 o INFECTADO y
fueron inyectados con un control de isotipo inespecifico IgG [200 pg (i.p.)] en dosis
comparable con los grupos que recibieron el anticuerpo alL-17A como tratamiento
(101) (Figura 11).

49



Materiales y Métodos

Infeccion Oral

% 6 mtc
mAc a-IL-17A mAc a-IL-17A
i i ® Tiempo de muestreo
i Curva de.Supervivencia
Dias o0 7 14 19 21 23 25 45
Odpi 4 dpi 24 dpi

FIGURA 11. Disefio experimental durante la aplicacién de anticuerpos bloqueantes alIL-
17A

Obtencion de células por lavado peritoneal
La cavidad peritoneal de los ratones BALB/c se lavo con 2 ml de RPMI suplementado

(PBS-suero 2%) por animal. El sobrenadante de los lavados peritoneales fue recogido y
puesto a resguardo en frio para la posterior determinacion de citoquinas mediante
ELISA. Después de la determinacién de la viabilidad por exclusion de azul de tripan (la
viabilidad celular fue > 95%), las células se aislaron para analizar las poblaciones
mediante cytospin. Para realizar cultivos celulares se ajustaron 1x10° células/ml y se
conservaron durante 12 h. Las células y el sobrenadante se cosecharon para el analisis
de activacién y poblaciones a través de FACS o concentracién de ON por reaccién de

Griess.

Obtencidn y cultivo de células
Se removieron y colectaron placas de Peyer (PPs) del intestino delgado de los ratones y

luego se incubaron en RPMI 1640 (medio Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). El
medio contenia 0,5 mg / ml de colagenasa, SFB al 2% (v/v) (Thermo Fisher Scientific),
100 U / ml de penicilina y 100 pg / ml de estreptomicina durante 30 minutos. Las
ceélulas provenientes de las PPs se filtraron a través de un filtro celular (100 pum; BD) y
se lavaron con el medio sin colagenasa. Las células se suspendieron en medio RPMI
1640 que contenia FBS al 10% (v/v), 2-mercaptoetanol 55 pM, penicilina 100 U/ml y
estreptomicina 100 pg /ml y luego se cultivaron a 1,0 x 10° células/pocillo en una placa
de 96 pocillos estimuladas con FNKTM (1/100 x pocillo) durante 3 dias a 37 °C bajo
una atmosfera al 5% de CO2.
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Se obtuvieron células de bazo, ganglios linfaticos mesentéricos (MLN), inguinales
(ILN), homogeneizadas y suspendidas en medio RPMI 1640 suplementado con SFB al
10% (Gibco BRL, Life Technologies, Grand Island, NY), piruvato sédico 1 mM, 2 m-I-
glutamina, 100 U de penicilina / ml y 100 pg de estreptomicina / ml (Becton Dickinson,
San Diego, California, EE. UU.) (Medio completo). Los cultivos se incubaron a 37 °C
en una atmoésfera humidificada (5% de CO2 y 95% de aire) y se estimularon con
FhKTM (2 pg / ml) durante 72 h.

Analisis estadistico
En los experimentos in vitro, para la deteccion de citoquinas en los sobrenadantes de

cultivo y determinacién de poblaciones celulares, se emplearon tres a cuatro pocillos
por cada grupo con repeticion de 3 a 5 cultivos de los diferentes 6rganos. En los
experimentos in vivo, se utilizaron entre 3-5 animales por grupo y se repitio el ensayo
entre dos a tres veces. Los analisis estadisticos se realizaron de acuerdo al conjunto de
datos estudiados. Para la comparacién de 2 grupos se utilizo el test de Student. Cuando
se analizaron méas de 2 grupos se empleé el test de ANOVA (Tukey). Los ensayos de
supervivencia fueron analizados mediante el test Kaplan-Meier (Test Long-rank). Las
diferencias con un valor de p<0.05 fueron consideradas significativas. Los datos
obtenidos se expresan como el promedio + DE a través del software GraphPad Prism
version 6.0 (GraphPad Software).
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Resultados

Evaluacion de la formulacion FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 en la
vacunacion contra F. hepatica

El modelo experimental fue desarrollado en ratones BALB/c, ya que se ha determinado
la alta susceptibilidad de esta cepa a la infeccion con F. hepatica (102), para determinar
el grado de proteccion que podria generar la vacuna. A la cuarta semana del esquema
(Figura. 15) y luego de completar la tercera dosis, se realiz6 la infeccion con 6
metacercarias del parasito. Este nimero fue estimado a partir de un experimento previo
en el que se determind que con esta dosis se pueden encontrar gusanos en el higado al
dia 24 post-infeccion con un estado de salud del raton aceptable.

Se realizd, en primer lugar, un experimento de supervivencia que se prolongé durante
75 dias post-infeccion, siguiendo el esquema experimental de la Figura 9. Los animales
inmunizados con FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Linea verde) presentaron un 80% de
sobrevida, lo que fue significativamente mas alto que el porcentaje dado por la
inmunizacion con CpG-ODN/Coa-ASC16 (20%) (Linea roja) o solo infectados (linea
azul), los cuales murieron en su totalidad al dia 32 dpi aproximadamente. (Figura 12).
Este resultado muestra que la formulacion FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce un

alto grado de proteccidn que puede controlar la infeccion por F. hepatica
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FIGURA 12. La vacunacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 incrementa la
probabilidad de supervivencia a la infeccién con F. hepatica en un modelo murino de
infeccion. La sobrevida de los ratones luego de ser infectados fue monitoreada por 75 dias. A
cada grupo se le asignaron 5 ratones BALB/c de dos meses de edad. La inmunizacién con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostrd6 un porcentaje significativo de animales que
sobrevivian a la infeccién por F. hepatica en relacién con los deméas grupos evaluados. El
grafico es representativo de 2 experimentos replicados. Los datos fueron evaluados por el
método estadistico Kaplan—Meier (Test log-rank) **p < 0.01.
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La inmunizacion con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 previene el dafio
hepatico

El primer parametro que analizamos fueron las condiciones de los ratones que formaban
parte del experimento, determinando su morbilidad en términos del estado fisico y
movilidad de los mismos. Los ratones del grupo INFECTADO presentaron una notoria
caida del pelo, en algunos casos signos de hinchazon vy dificultad para moverse en los
espacios fisicos. Aquellos pertenecientes al grupo CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron
sintomas similares, aunque no en la totalidad de los casos (1/4). Por Gltimo, el estado de
salud de los grupos vacunados con FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 fue comparable con
aquellos que no recibieron ningun tipo de tratamiento (SIN TRATAMIENTO)

Siendo el higado el dérgano blanco de la infeccion por F. hepatica, realizamos un
andlisis macroscopico y microscopico de los mismos en los distintos grupos de
animales. De acuerdo al esquema experimental ya expuesto (Figura 9) se procedio el dia
24 post-infeccion a la extraccion de los higados para su estudio.

En los higados INFECTADO se observd una extensa fibrosis que se extendia hasta
cambiar la arquitectura total del 16bulo en los casos més severos (Figura 13 B), un
cambio de color en la vesicula torndndose rojo-negro con un aumento del tamafio.
Ademas, cuando se provoco la ruptura de la vesicula biliar, se pudo observar la salida
de gusanos en conjunto con los liquidos biliares sanguinolentos. Este patrén se repitio
en el grupo CpG-ODN/Coa-ASC16 (Figura 13 C). En cuanto a los higados de los
ratones inmunizados con FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16, estos presentaron un tamafo
y complexion comparable a la de los ratones SIN TRATAMIENTO (Figura 13 A-D).
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FIGURA 13. La vacunacion con FhKTM /CpG-ODN/Coa-ASC16 en ratones evita el dafio
hepatico visible causado por la infeccién por F. hepatica. Lesiones macroscépicas de higados
de ratones después de 24 dias de la infeccion con F. hepatica o sin infeccion. (A) SIN
TRATAMIENTO: el tejido de ratones sin tratamiento mostré una arquitectura estandar sin
lesiones observadas. (B) INFECTADO: hay marcadas irregularidades de la capsula (flecha
delgada), cambios en el color del tejido (asterisco) que pertenecen a la creciente fibrosis
generada y agrandamiento de los conductos biliares (flecha gruesa). (C) CpG-ODN/Coa-
ASC16. Mdltiples focos de fibrosis (asterisco), también agrandamiento, engrosamiento y
cambios de color debido a hemorragias en la vesicula biliar (flecha gruesa) y la presencia de
gusanos en la superficie del higado (flecha con muesca) (D) FnNKTM / CpG-ODN / Coa-ASC16.
Los higados mantuvieron una estructura similar a los ratones del control SIN TRATAMIENTO
sin lesiones visibles. En el lado derecho se resume el grado de dafio presente en la extensién de
los higados analizados durante los experimentos 24 dpi. Los datos mostrados se agrupan a partir
de dos experimentos independientes con un total de n = 5-8 por grupo. Los datos fueron
analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. ***p <0.001

El analisis microscopico presenté una correlacién con lo observado en el analisis
macroscopico, ya que los animales vacunados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16
mostraron una estructura parenquimal preservada, similar a los cortes de higados del
grupo SIN TRATAMIENTO (Figura 14 A). Los higados de los animales INFECTADO
y CpG-ODN/Coa-ASC16 presentaron las caracteristicas habituales en la afeccion por F.
hepatica, la presencia de tractos generados por el paso de gusanos, asi como la
presencia de los mismos en los cortes, un extenso infiltrado inflamatorio, moderada
necrosis de hepatocitos y una proliferacion excesiva del tejido conectivo reemplazando
las células funcionales (Figura 14 A). Estos resultados fueron resumidos en una tabla y
a su vez el dafio recibid un puntaje representativo tanto del estado macroscépico como

microscopico del higado. (Figura 13 E-14 B).
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FIGURA 14. La inmunizacién con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 previene el dafio
hepético provocado por la infeccion por F.hepatica. (A) La evaluacién histopatolégica de
los higados de los diferentes grupos se realizo 24 dias después de la infeccion. Los ratones del
grupo control SIN TRATAMIENTO mostraron la arquitectura hepética esperada de los ratones
sin infeccion (izquierda) (H / E, 100 x (arriba) 400x (medio) 900x (abajo). El grupo
INFECTADO mostro la presencia de NEJ en el parénquima hepatico (flecha delgada), tracto
asociado al desplazamiento (T), infiltrado inflamatorio extenso (*), necrosis hepatocitica
moderada (N) y proliferacion de fibrosis transforméandolo en tejido conectivo (flecha gruesa)
como la etapa cronica de la infeccion (centro izquierda). Asimismo, el control CpG-ODN/Coa-
ASC16 evidencié la presencia de NEJ y sus consecuencias (centro derecha). Los ratones
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mantuvieron la estructura del parénquima hepatico a pesar de
la infeccion (derecha). (B) A la derecha, las muestras histologicas se puntuaron entre 0 y 9 en
funcion de los siguientes hallazgos: infiltracion de células inflamatorias (rango de puntuacion, 0
a 3), junto con la evaluacion del dafio del tejido hepéatico (necrosis, focos hemorrégicos, fibrosis,
rango de puntaje 0 a 3), presencia de tuneles y trematodos (rango de puntaje, 0 a 3), con 0 como
normal y 9 como el dafiado méas severo. Los datos mostrados se agrupan a partir de dos
experimentos independientes con total (n = 5-8 por grupo). Los datos fueron analizados
estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. ***p <0.001
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Otra herramienta utilizada en el estudio del funcionamiento hepatico, fue la
determinacion de las transaminasas hepéticas Alanina aminotranferasa (ALT) y
Aspartato aminotranferasa (AST) en el suero, las cuales dan un indicio del estado de los
hepatocitos puesto que cuando se dafian, estas enzimas son liberadas al torrente
sanguineo (96). En cuanto a la especificidad de la determinacién por la concentracién
exclusiva elevada en el citosol de las células del higado, ALT proporciona un resultado
mas certero mientras que AST se encuentra ademas de en hepatocitos, en el citosol y
mitocondrias de otros 6rganos como el miocardio, el musculo esquelético, los rifiones,

el cerebro, el pancreas, el pulmon, los leucocitos y los eritrocitos (96).
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FIGURA 15. Las enzimas transaminasas de los ratones tratados con FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16 sugieren la preservacion de la estructura de los hepatocitos durante la
infeccion con F. hepatica. Las muestras de suero se tomaron en el momento de la eutanasia, 24
dpi. Los niveles de AST (derecha), aspartato aminotransferasa; ALT (izquierda), la alanina
aminotransferasa se determind utilizando un método cinético-UV, bajo los protocolos
establecidos por el fabricante. Los gréaficos son representativos de 2-3 replicados. Las barras
representan la media + DE correspondiente. Los datos fueron analizados estadisticamente
empleando el test de ANOVA-Tukey. *p <0.05

Los resultados obtenidos son coherentes con lo observado en los estudios
macroscopicos y microscépicos en higados, ya que los grupos INFECTADO y CpG-
ODN/Coa-ASC16 presentaron niveles elevados de ambas transaminasas hepaticas
mientras que aquellos que recibieron el tratamiento con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16 mostraron concentraciones similares a aquellos que no recibieron ningdn tipo de

tratamiento (Figura 15).
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En conjunto estos resultados muestran la ausencia de larvas en higado en los ratones
vacunados, sin ruptura del tejido hepatico o marcadores enziméticos elevados. Lo que
sugiere que el tratamiento previene el dafio hepatico, a expensas del detenimiento del

ciclo del parasito, manteniendo los animales en buenas condiciones fisicas.

La inmunizacién con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce una
elevada respuesta inmune humoral especifica

Uno de los resultados reiteradamente mostrados en la produccion de vacunas contra F.
hepatica es la relacion entre altos niveles de proteccion y la presencia de anticuerpos
con un perfil mixto 1gG1-1gG2a. Aunque no se haya descifrado exactamente el lazo que
une estos resultados, se han propuesto mecanismos como citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos (ADCC) o la participacion en la activacion de células que
faciliten la expulsion del parasito.

Analizamos en las muestras de sueros, los titulos de anticuerpos anti FhRKTM de tipo
IgG1/1gG2a. Nuestros resultados mostraron que todos los animales inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 generaron un significativo titulo de anticuerpos de tipo
IgG1 e 1gG2a en suero (Figura 16). Estos titulos, se mantuvieron elevados para ambos
tipos de anticuerpos desde antes de la infeccién (0 dpi) hasta el dia 24 dpi en
comparacion con los demas grupos (Figura 16). Este fendmeno se repiti6 para el caso de
la determinacion del titulo de anticuerpos IgA en suero, heces y lavado intestinal
(Figura 17). Ademas del hecho que la inmunizacion subcutanea permita establecer una
respuesta en la mucosa intestinal, podemos suponer que la presencia de IgA puede ser
esencial ya que en el caso de otros parasitos permite la expulsién en su fase de
instalacion de la enfermedad (103-106).

Los gréaficos representan los titulos de corte para anticuerpos determinados por ELISA.
En los mismos puede observarse que para IgG2a e IgG1 los animales inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 en promedio van aumentando desde 1/250 el dia 0
hasta 1/1500 al dia 24 mientras que los animales inmunizados con CpG-ODN/Coa-
ASC16 aumentan desde 1/10 el dia 0 hasta 1/100 al dia 24. Estos niveles generados por
el adyuvante son considerados significativamente menores y posiblemente generados

por reacciones cruzadas hacia antigenos no especificos.
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FIGURA 16. Deteccion de anticuerpos 1gG especificos de FhKTM. Anticuerpos de subclase
IgG1 e 1gG2a en los sueros de los ratones inmunizados mediante ELISA. Se recogieron
muestras de suero de los ratones mediante sangrado retroorbital a los 0, 4 y 24 dias después de
la infeccién. Se analizé las respuestas de anticuerpos especificos contra FhRKTM. Los resultados
se expresaron como la media de los valores de DO 450 + DE y son representativos de al menos
tres experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA unidireccional y
las pruebas de comparacion multiple de Tukey * p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001.

En conclusion, el grupo de animales inmunizados con FhNKTM / CpG-ODN / Coa-
ASC16 muestra, en concordancia con lo observado previamente (la sobrevida, estado
fisico en general, los estudios macro y microscéopicos de los cortes de tejido de higado)
una respuesta de anticuerpos robusta, variada, especifica y que se mantiene a lo largo

del tiempo.
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FIGURA 17. Deteccion de anticuerpos IgA especificos de FNKTM. Se detectaron titulos de
IgA en la infeccién aguda en los dias 0 y 4 en (A) suero, (B) heces y (C) lavado intestinal. Los
resultados se han expresado como la media de los valores de DE 450 + DE y son representativos
de al menos tres experimentos independientes. Los datos se analizaron mediante ANOVA
unidireccional y las pruebas de comparacién multiple de Tukey * p <0.05, ** p <0.01, *** p
<0.001.

La inmunizacion con FNKTM / CpG-ODN / Coa-ASC16 desarrolla
respuestas de citoquinas IL-17A e IFN-y especificas de antigeno

La respuesta inmune provocada en el huésped por la infeccion con F. hepatica se
caracteriza por la secrecion de citoquinas como IL-10, IL-5 e IL-4, las cuales modulan
la respuesta del hospedador para permitir el establecimiento y perpetuidad del parasito.
Asi como la respuesta mixta de anticuerpos se relaciona con proteccién en los casos de

inmunizaciones en animales infectados con F. hepatica, un perfil de citoquinas Th1 (por
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ejemplo, IFN-y) se ha encontrado como una herramienta fundamental para combatir la
enfermedad (33, 57, 93). Por ello, decidimos evaluar la secrecion de citoquinas (IL 4,
IFN-y, 1IL17, IL-10, IL-5) en sobrenadantes de cultivo de esplenocitos, a distintos
tiempos post infeccion, re-estimulados in vitro con FNKTM.

Nuestros resultados muestran que la inmunizacion con FhKTM / CpG-ODN / Coa-
ASC16 indujo un aumento de la secrecion de citoquinas IL-17A, IFN-y ¢ IL-5 en los
esplenocitos (Figura 18 dia 0). Este nivel de citoquinas se mantuvo significativamente
alto para el caso de IL-17A e IFN-y durante los periodos 4 y 24 dpi en comparacion con
los demas grupos. IL-5 en cambio se mantuvo en niveles similares que se asemejaban a
los encontrados en el grupo INFECTADO. Durante estos periodos analizados, IL-4
disminuyd en relacion con aquellos ratones que recibieron solo la infeccion. Del mismo

modo ocurrio para IL-10 en el 24 dpi (Figura 18).
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FIGURA 18. Respuestas inmunes a citoquinas especificas de FhKTM en ratones BALB/c
después de la vacunacion. En los dias 0, 4 y 24 post-infeccion, se recogieron bazos y se
estimularon los esplenocitos in vitro con FhKTM durante 72 hs. Los sobrenadantes de cultivo
de ceélulas de bazo se evaluaron para la produccién de IL-17A, IFN-y, 1L-10, IL-5 e IL-4 por
ELISA. Los resultados se muestran como media + DE y niveles de significacion indicados por
los valores de p. Se evaluaron mediante ANOVA unidireccional y las pruebas de comparacion
maltiple de Tukey * p <0.05; ** p <0,01.

Las células obtenidas de ILN también fueron cultivados durante 72 hs y los
sobrenadantes analizados para la determinacion de citoquinas. Se observo que los
niveles de IL-17A e IFN-y se encontraban elevados desde antes de la infeccion y se

mantuvieron hasta el 24 dpi en los animales vacunados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
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ASC16 en comparacion con los niveles observados en los sobrenadantes de los ILN de
los distintos grupos (Figura 19). Por el contrario, la concentracion de IL-10 fue menor a
la del grupo INFECTADO, mientras que IL-4 no fue detectada en ninguno de los
grupos estudiados (Figura 19).
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FIGURA 19. Respuestas de citoquinas especificas de FNKTM en ratones BALB/c después
de la vacunacion. En los dias 0, 4 y 24 post-infeccion, se recogieron los ILNs y se estimularon
las células in vitro con FhKTM durante 72 hs. Los sobrenadantes de cultivo de células de IGN
se evaluaron para la produccion de IL-17A, IFN-y, IL-10, IL-5 e IL-4 por ELISA. Los
resultados se muestran como media + DE y niveles de significacion indicados por los valores de
p. Se evaluaron mediante ANOVA unidireccional y las pruebas de comparacion multiple de
Tukey **p <0,01.

Dado que la inmunizacion con FhRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 produjo un incremento
en los niveles de INF-y e IL-17 en esplenocitos y células de ILNs, nuestro proximo
objetivo fue determinar la fuente de células productoras de estas citoquinas. Utilizando
analisis por FCS encontramos que células T CD4" y CD8" del bazo de animales
inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 producian INF-y a 0-4 dpi (Figura 20
A-B). Las células T CD4" también fueron responsables de la produccion de INF-y e IL-
17 a 24 dpi (Figura 20 C).
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FIGURA 20. Células T CD4" y CD8" de bazo en los animales inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 producen IL-17A e INF-y. Suspensiones celulares de
esplenocitos de ratones tratados en el dia 0 (A) (no infectado), 4 (B) y 24 (C) dpi se cultivaron
durante 3 dias con FNKTM. La produccion de IFN-y se evalué en las células T CD4+ y CD8+
mientras que IL-17A solo fue determinada en células T CD4+. Los datos se muestran en
diagramas representativos de puntos del analisis por citometria de flujo. Los gréaficos de barras
muestran la media + DE de los porcentajes de las células T CD4+- IL-17A+ - T CD8+, IFN-y+
0 T CD4+, IFN-y+ para cada grupo. Los resultados se presentan en gréficos de barras como
media + DE y son representativos de dos experimentos independientes. Todos los datos fueron
analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-TUKEY. *p <0.05; ** p <0,01***p
<0.001.

En conclusién, nuestra formulacion permite generar en los animales inmunizados, una
potente respuesta Th1-Th1l7 que se mantiene en el tiempo en distintos 6rganos, que en
conjunto con la presencia de IL-5 y anticuerpos permitirian a evitar la llegada del

gusano al higado.

El tratamiento FRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 eleva la produccién de
IFN-y e IL-17 en células aisladas de Placas de Peyer (PPs) y Ganglios
linfaticos mesentéricos (MLNS)

Se ha propuesto que existen tres etapas fundamentales durante el transcurso del ciclo
evolutivo de F. hepatica, en donde las larvas juveniles (NEJ) presentarian un mayor
grado de susceptibilidad: el intestino, al momento en que se produce el traspaso de la
pared, el peritoneo, durante el pasaje hacia el higado y por ultimo en el punto de entrada
de su migracion a través del parénquima del higado. La produccion elevada de 1L-17A
encontrada podria relacionarse con la aparicion de IgA en materia fecal (Figura 21),
dado que existen trabajos en donde se describe la participacion de IL-17 en el pasaje de
IgA al lumen intestinal y la participacion de células Th17 en drganos linfaticos para el
cambio de isotipo de anticuerpos (107). Considerando que la respuesta inmune local
podria ser clave para evitar la diseminacion del parasito, se analizaron también las
citoquinas producidas en sobrenadante de cultivos de células de PPs y MLNs re-

estimuladas in vitro con FhKTM, en donde encontramos una elevada concentracién de
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IL-17A e INF-y en los ratones inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 en

comparacion con los demas grupos estudiados (Figura 21).
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FIGURA 21. Los ratones inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron
una mayor produccion de IFN-y, IL-17A en sobrenadantes de PPs y MLNSs. Suspensiones
celulares de PPs y MLNSs de ratones tratados en el dia 0 (no infectado) y 4 d.p.i. se cultivaron
durante 3 dias con FhRKTM. El IFN-y e IL-17A se midieron en los sobrenadantes de cultivo
mediante la prueba ELISA. Los resultados se muestran como media + DE y los niveles de
significacion indicados por los valores de p se evaluaron mediante ANOVA unidireccional y las
pruebas de comparacion maltiple de Tukey * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001.

La vacunacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 incrementa el
reclutamiento de células CD11b"F4/80" en la cavidad peritoneal y la
produccion de IL-6, IL-5, TNF, IL-17A e INF-y

Como definimos previamente, un sitio en donde se podria controlar a las larvas
juveniles mediante la vacunacién es el peritoneo, por lo cual decidimos analizar las
poblaciones de células peritoneales y las citoquinas liberadas. Se realizé un lavado
peritoneal al dia 4 post-infeccion y las células obtenidas fueron estudiadas mediante
analisis por citometria de flujo y citospin. Paralelamente el sobrenadante de las mismas
fue evaluado por ELISA para la determinacion de citoquinas. Los animales inmunizados
con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron un elevado numero de células
CD11bF4/80" que pueden relacionarse con macréfagos (Figura 22 B). Tanto el
porcentaje como el nimero absoluto determinado por la citometria de flujo demostraron

el aumento en el reclutamiento de macrofagos al peritoneo en comparacién con los otros
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grupos analizados. Este resultado se corroboré mediante la observacion y recuento de
células en preparados tefiidos con MGG (Figura 22 A). Este nimero significativamente
mayor de células CD11b*F4/80" o macrdéfagos con respecto a los demas grupos se
contrapone con una disminucion del nimero de células CD11b*Siglec-f* definidas como
eosinofilos quienes son habitualmente atraidos a la zona durante las parasitosis (Figura
22 B). Un resultado inesperado fue el nimero menor de células Ly6G'GR1",
neutréfilos, en relacion con la concentracion de IL-17A a pesar de su funcion
quimiotractante de neutréfilos, por lo que hipotetizamos que estas células no serian

imprescindibles para combatir la infeccion en este modelo
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FIGURA 23. Las células CD11b+ F4/80+, definidas como macro6fagos, se reclutan en la
cavidad peritoneal de ratones vacunados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. (A) Arriba,
el campo representativo para las células peritoneales tefiidas con MGG de ratones BALB/c
tratados, con las flechas que muestran los macréfagos. Aumento original, 400X SI. A
continuacion, los graficos de barras resumen los numeros absolutos de las diferentes
poblaciones celulares en el exudado peritoneal de los ratones tratados.NA Numero Absoluto (B)
Las células se tifieron con anticuerpos anti-CD11b y F4/80- anti-CD11b y Siglec-f y se
analizaron mediante citometria de flujo. Las gréficas de puntos representan la region de acuerdo
con la dispersién frontal frente a la dispersién lateral, y las células se tomaron sobre el nimero
total de células vivas y se muestran como un porcentaje. Los datos son representativos de 2
experimentos con resultados similares. Las barras representan la media + DE y son

representativas de dos experimentos independientes. Las diferencias estadisticas entre los

grupos se calcularon utilizando las pruebas de comparacién maltiple de una via ANOVA +
Tukey. * p < 0.05; ** p < 0.01, *** p < 0.001.
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Los ratones que recibieron tratamiento con FhRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostraron
ademés un aumento significativo en la produccion de citoquinas IL6, IL-5, TNF, IL-
17A e INF-y en el lavado peritoneal en relacién con los demés grupos (Figuras 23).
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FIGURA 23. Las citoquinas de los lavados peritoneales de ratones inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 demuestran un perfil inmunolégico mixto Th1-Th2-Th17.
Los lavados peritoneales fueron extraidos a 4 dpi en 2 ml de PBS-suero 2% frio. Las
concentraciones de IL-6, IL-5, TNF, IL-17A e IFN-y fueron evaluadas mediante el test de
ELISA, en lo sobrenadantes de lavados peritoneales. Los resultados se presentan en gréficos de
barras como media + DE y son representativos de dos experimentos independientes. Todos los
datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. *p <0.05; **p
<0.01, ***p <0.001

El reclutamiento de monocitos-macrofagos hacia la cavidad peritoneal sucede en los
primeros estadios de infeccion por F. hepatica (33). En el presente estudio, se mostro
que la inmunizacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 recluta un ndmero
significativamente mayor de macrofagos con un ambiente dominado por citoquinas
proinflamatorias de perfil tipo Th1-Th17, contrario a lo reportado durante la fasciolosis,
que modula el medio ambiente hacia un perfil antiinflamatorio impidiendo la respuesta

inmune efectiva contra la infeccion.
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La inmunizacion con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 promueve la
activacion de las células peritoneales y aumento en la produccion de
oxido nitrico

Estudios previos han demostrado que una de las respuestas que podria ser utilizadas por
los huéspedes para eliminar la infeccion por F. hepatica es ADCC. En ensayos in Vvitro,
se ha reportado que macrofagos peritoneales a través del reconocimiento de antigenos
superficiales del parasito mediado por anticuerpos genera la activacion de estas células,
concluyendo que la liberacion de especies reactivas del oxigeno o nitrégeno terminaran
dafando el tegumento (42, 43). La inmunizacion con FnKTM/CpG-ODNCoa-ASC16
en ratones provoco un aumento en la expresion de MHC-II determinado por FACS en
células peritoneales (MFI verde vs otros grupos) (Figura 24 A), como asi también un
aumento de la produccion de ON en los sobrenadantes luego de 12 horas de cultivo
(Figura 24 B).

Nuestros resultados muestran que durante la inmunizacion con FnKTM/CpG-ODNCoa-
ASC16 ocurre un incremento en el reclutamiento de macro6fagos, activacion de las
células peritoneales y elevada produccion de ON. Esto sumado a la circulacion de
anticuerpos séricos especificos, podrian en conjunto formar parte de un mecanismo,
como el de ADCC que participa en la eliminacion de las larvas juveniles migrantes de

F. hepatica.
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FIGURA 24. Las células peritoneales de los animales inmunizados con FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16 presentan un mayor estado de activacion y producen una elevada
concentracion de 6xido nitrico. (A) Las células peritoneales viables se tifieron con anticuerpos
anti-MHCII y se analizaron mediante citometria de flujo. Los histogramas representan la
intensidad de fluorescencia media (MFI) de las poblaciones marcadas para MHCII+ con
diferentes tratamientos. Cada histograma corresponde a un experimento representativo. Los
graficos de barras muestran el incremento relativo con respecto al control sin estimulos (control
de isotipo en gris). Las barras representan la media + DE y son representativas de dos
experimentos independientes. (B) Las células peritoneales se cultivaron durante 12 h con medio
para la deteccion de nitritos. Se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se mezclaron con 200
UL de reactivo de Griess para cuantificar los nitritos. ND, no detectado. Las barras representan
la media + DE y son representativas de dos experimentos independientes. Las diferencias
estadisticas entre los grupos se calcularon utilizando las pruebas de comparacién multiple de
una via ANOVA + Tukey. *** p <0.001.

El uso de anticuerpos a-1L-17A en los ratones inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 afecta la produccion de IFN-y

Existen reportes que muestran un efecto sinergico entre IL-17 e IFN-y en la activacion
de macrofagos para sus funciones microbicidas (108-111). En este trabajo encontramos
altas concentraciones de IL-17A en los distintos 6rganos de animales inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. Sumado a los reportes que muestran un papel
fundamental para IFN-y en la activacion de macrofagos, favoreciendo la produccion de
especies reactivas de oxigeno y nitrogeno, decidimos incluir en el cronograma de
inmunizaciones, 2 dosis de anticuerpos neutralizantes a-IL-17A a 2 dias previos a de la
infeccion y una dosis 2 dias posteriores. Los esplenocitos de los ratones fueron
cosechados 4 dpi y cultivados durante 72 h con FhKTM. Luego del tiempo estipulado se

analizaron los sobrenadantes para la produccion de IFN-y y las células fueron
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clasificadas en poblaciones productoras de IL-17A e IFN-y. Aquellos ratones vacunados
que recibieron tratamiento con anticuerpos a-IL-17A presentaron una menor
concentracion de IFN-y (Figura 25) y una produccion disminuida de las células CD4+
productoras de IFN-y en comparacion con aquellos animales tratados con FnNKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16. En el caso de la determinacion de IL-17A, como era esperable, se
encontr6 disminuida cuando se aplico el anticuerpo a-IL-17A. Otro control realizado
fue la implementacion de un tratamiento con un anticuerpo monoclonal de isotipo sin
especificidad dando un resultado similar al grupo de animales solo vacunados en
relacién a la produccién de IFN- y (Figura 25).

Numerosos reportes muestran la asociacion entre las respuestas inmunes protectivas
contra la infeccion con F. hepatica y la respuesta Thl caracterizada por una alta
secrecion de IFN-y con una respuesta mixta de anticuerpos. En vistas de la relacion
estrecha encontrada entre la presencia de IL-17A e IFN-y podemos pensar que este
fendmeno contribuiria a la proteccién generada por la vacunacion con FhnKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16.
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FIGURA 25. La administracion de un anticuerpo a-1L-17A disminuye la liberacion de
INF-y en esplenocitos de ratones inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. Los
ratones se administraron con anticuerpo a-IL-17A y el correspondiente control de isotipo (250
Hg i.p) 2 dias antes y después de las infecciones. Tanto la secrecion de IL-17A como la de IFN-
y se evaluaron en el sobrenadante de cultivo de esplenocitos mediante (A) ELISA y las
poblaciones se determinaron por intermedio de (B) CITOMETRIA DE FLUJO. Los gréficos
son representativos de 2-3 replicados. Las barras representan la media = DE correspondiente.
Los datos fueron analizados estadisticamente empleando el test de ANOVA-Tukey. *p <0.05;
**p <0.01, ***p <0.001.
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La neutralizacion de IL-17A reduce los niveles de 1gG2a e IgA en los
ratones tratados con FhnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16

En vistas de la actividad sinérgica entre IFN-y e IL-17A y los estudios que sugieren que
IL-17A es una citoquina que permite un mayor traspaso de IgA hacia el lumen intestinal
(107, 112), y que IFN-y favorece la secrecion de anticuerpos de tipo Thl tal como
IgG2a (113, 114), decidimos analizar como se encontraban los titulos de anticuerpos en
aquellos ratones que recibieron el tratamiento con anticuerpos a-I1L-17A.

Con este fin, se realizaron las extracciones de sangre y recolecciéon de materia fecal a 4
dpi determinandose los titulos de IgG1, 1gG2a e IgA. Los niveles de anticuerpos IgA
tanto en suero como en extractos fecales de animales FhRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16
se vieron afectados por la ausencia de IL-17A en comparacion con los grupos que solo
recibieron tratamiento con FhnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 (Figura 26). Los mismos
resultados fueron observados para los titulos de IgG2a en suero, mientras que en el caso
de IgG1 se vio una tendencia a disminuir, la que no resulté significativa entre los grupos
(Figura 26).

Estos resultados sugieren una participacion fundamental de IL-17A para la generacion
de una respuesta potente de anticuerpos especificos en ratones inmunizados con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16.
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FIGURA 26. El bloqueo de IL-17A reduce la respuesta de anticuerpos especificos contra
FhKTM en ratones inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. Los ratones se
trataron con anticuerpo a-IL-17A y el correspondiente control de isotipo (250 ug i.p) 2 dias
antes y después de las infecciones. A los 25 dias después de la primera inmunizacion, se
obtuvieron muestras de suero y de heces, y se midieron los niveles de anticuerpos FhnKTM
mediante ELISA. Los titulos se detectaron por dilucién de suero en serie y el limite se
determind como el doble del valor de la media del blanco. Pruebas de comparacion multiple
ANOVA + Tukey unidireccional. * p < 0.05; ** p < 0.01, *** p <0.001.

El bloqueo de IL-17A disminuye la eficacia de la vacunacion con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 para proteger a los animales
infectados con F. hepatica

Habiendo determinado que IL-17A es un factor clave para que la inmunizacion con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 pueda generar una respuesta especifica de anticuerpos
y de IFN-y, nuestro proximo proposito fue evaluar si la neutralizacion de IL-17A
durante el proceso de vacunacion disminuye la efectividad contra la infeccion con F.
hepatica. Para ello utilizamos el mismo esquema experimental que usamos para la
determinacion de anticuerpos y citoquinas (Figura 15) pero en este caso determinamos
la sobrevida de los animales. Los ratones que fueron tratados con FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16 y luego recibieron los anticuerpos a-IL-17A comenzaron a morir
mucho tiempo antes (19 dpi) que los demas controles, de forma sorprendente, antes que
el grupo infectado o el grupo infectado y tratado con Acs. También se completd el

experimento para ellos en un tiempo significativamente menor (22 dpi) (Figura 27). Los
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higados de los ratones tratados fueron extraidos el dia de su muerte, en caso de los
ratones inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 fueron eutanizados para
luego ser obtenidos, y se evaluaron las lesiones macroscépicas. La estructura superficial
de los higados de los ratones vacunados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 que
recibieron las dosis de anticuerpos a-lIL-17A se encontré afectada por una creciente
fibrosis que llegd a transformar el parénquima de un Iébulo, también pudo observarse
un anormal alargamiento de la vesicula biliar a lo que se suma un cambio de color a
negro rojizo producto de hemorragia, luego de la ruptura de la misma se pudo encontrar
gusanos de F. hepatica en el liquido vesicular. Por el contrario, el grupo inmunizado
con FhnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 no mostro lesiones ni cambios en el tamafio de sus
higados. Se resumieron los datos obtenidos asignando puntajes segun el dafio

macroscopico en la extension del higado. (Figura 28)
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FIGURA 27. La neutralizacion de IL-17A disminuyé la eficacia de la vacuna
FhKTM/CpG-ODN /Coa-ASC16. Los ratones fueron administrados con una dosis de
anticuerpo a-IL-17A 'y el correspondiente control de isotipo (250 g i.p) 2 dias antes y después
de las infecciones. Los graficos de Kaplan-Meier muestran curvas de supervivencia para los
distintos grupos involucrados con un seguimiento que se extendi6 hasta el 40 dpi. Las
diferencias estadisticas entre las curvas de supervivencia se calcularon mediante la prueba de
Mantel-Cox. *** p <0.001.
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En conjunto estos datos sugieren que la generacion de IL-17A en animales inmunizados
con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 es esencial para que se genere una respuesta
inmune Th1-Th17 con altos titulos de anticuerpos especificos que son parte de los

mecanismos de proteccion contra la infeccion con F. hepatica.
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FIGURA 28. La neutralizacion de IL-17A disminuye la efectividad de la vacuna FhKTM /
CpG-ODN / Coa-ASC16 contra la infeccion por F. hepatica. (A) INFECTADO, el higado
muestra un agrandamiento marcado por vesicula biliar distendida (flecha gruesa), areas de
extendidas de fibrosis (asteriscos) y larvas en la superficie del parénquima (flecha con muesca).
(B) FhKTM / CpG-ODN / Coa-ASC16: higado que muestra tamafio normal sin lesiones
observables (C) INFECTADO-Ac-alL-17A: el higado muestra un marcado dafio macroscopico
grave (flecha delgada) y presenta una superficie irregular que indica fibrosis hepatica (asterisco)
Se puede observar la presencia de larvas en la superficie (flecha con muesca). (D) FhnKTM /
CpG-ODN / Coa-ASC16 -Ac-alL-17A: el parénquima hepatico estd severamente reducido,
firme y presenta una superficie irregular (flecha delgada) que indica fibrosis hepatica
(asterisco). Aspecto macroscopico anormal de la vesicula distendida con presencia de sangre en
el interior (flecha gruesa) (E) INFECTADO-Ac-alsotipo: el higado es mas pequefio que uno
normal y presenta un tejido superficial irregular que indica hipertrofia (flecha delgada) y se
reemplaza los hepatocitos por tejido conectivo (asterisco). Puede verse un gusano liberado
después de la ruptura de la vesicula biliar (flecha con muesca). FhnKTM / CpG-ODN / Coa-
ASC16-Ac-alsotipo: higado que no muestra una patologia macroscopica aparente. En el lado
derecho se resume el grado de dafio presente en la extension de los higados analizados durante
los experimentos de supervivencia. Los datos mostrados se agrupan a partir de dos
experimentos independientes con un total de (n = 8-10 por grupo). Pruebas de comparacion
multiple ANOVA + Tukey unidireccional. * p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001
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La actividad inhibitoria de Kunitz es neutralizada por factores
presentes en el suero de ratones inmunizados con FhKTM / CpG-ODN
/ Coa-ASC16

La actividad de Kunitz esta relacionada con la funcionalidad de la Catepsina L cisteina
proteasas (CL) de F. hepatica (75, 76). Por un lado, un anticuerpo monoclonal, MM3,
utilizado para el diagnostico de fasciolosis reconoce tanto FhCL1 como FhCL2 junto
con FhKTM (77). Ademas, aunque FhKTM se definid clasicamente como inhibidor de
la serina proteasa, también se describié como un regulador de cisteina proteasa (75, 76).
Todos estos datos sugieren que FhKTM podria controlar la activacion de las Catepsinas
secretadas por parasitos, evitando injurias para si mismos.

Se ha demostrado que FhCL3 tiene una importante actividad colagenolitica que podria
facilitar la invasion del parésito juvenil a través de los tejidos del huésped (74, 115).
Empleamos un ensayo basado en el uso de un sustrato fluorescente para medir la
posible inhibicion de la interaccion entre FNKTM y FhCL3 por el suero de ratones
inmunizados con FNKTM/CpG- ODN/Coa-ASC16.

Para probar si FNKTM inhibe la actividad enzimatica de FhCL3, FNKTM se incub6 con
medio de cultivo que contenia FhCL3 y se controld la actividad enzimética usando un
sustrato fluorogenico. FRKTM inhibié el 70% del total de la actividad de FhCL3
(Figura 29, lineas violetas vs rojas). En contraste, cuando se afiadié suero de animales
inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 a la reaccion, el porcentaje de
inhibicion dependiente de kunitz se redujo del 70% al 30% (Figura 29, lineas verdes
frente a rojas). La adicion de suero de animales del grupo SIN TRATAMIENTO no
afecto la actividad de FhKTM, ya que todavia se observo un 66% de inhibicién de la
actividad enzimética de FhCL3 (Figura 29, lineas amarillas vs rojas). Estos resultados
sugieren que factores del suero de animales inmunizados con FnKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16, presumiblemente anticuerpos, podria ser responsable de la neutralizacion de la
actividad de FhKTM, permitiendo que FhCL3 esté libre de actividad de inhibicion

enzimatica.
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FIGURA 29. Factores del suero de ratones vacunados con FhKTM/CpG-ODN /Coa-
ASC16 bloquea la actividad inhibidora de la cisteina proteasas de FhKTM in vitro. La
actividad de cisteina proteasa de FhCL3 (presentada como unidad de fluorescencia relativa,
RFU) en medios de cultivo RPMI 1640 medidos con el sustrato de péptido fluorogénico, TOS-
GPR-AMC, en ausencia (purpura) o presencia del inhibidor FhRKTM (rojo). Se incluyé el
pretratamiento con FhKTM con suero de ratones FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 inmunizados
(verde) o suero del grupo SIN TRATAMIENTO (amarillo). E-64 es un inhibidor irreversible de
la cisteina proteasa y se utiliz6 para desarrollar el control negativo. Los resultados son producto
de 2 experimentos individuales con 3-4 repeticiones para cada curva.
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Discusioén

Los paises en vias de desarrollo son victimas de los mayores problemas sanitarios
provocados por helmintos. De acuerdo a informesde la OMS, tanto la economia como la
salud publica sufren importantes consecuencias, con aproximadamente 2 mil millones
de personas infectadas por uno o mas de éste tipo de parasitos (9, 14, 23, 116). El
potencial de transmisién de helmintos se asocia tanto a practicas sanitarias deficientes
como a la capacidad de sobrevida de estos parasitos en sus huéspedes, por su habilidad
para manipular su sistema inmune. F. hepatica es un helminto de distribucion mundial
que afecta principalmente a la ganaderia. En los Gltimos afios, la fasciolosis ha sido
incluida como una parasitosis tropical desatendida en ascenso con millones de personas
en riesgo de infeccion (116, 117).

El Triclabendazol es capaz de eliminar en el ganado, los estadios juveniles del parasito a
partir de la primera semana post-infeccion, y evitar asi, la fase de migracion intra-
hepética que induce un dafio permanente y obliga al descarte del higado para consumo
humano. Actualmente, el empleo de drogas fasciolicidas representan la principal
estrategia utilizada en el control de dicha enfermedad. Sin embargo, algunas desventajas
como la vida media corta en la sangre, los costos, recidivas en alimentos y el hecho que
los animales no desarrollan inmunidad protectora por lo que se re-infectan facilmente
han sido junto con la aparicién de resistencia, por su uso frecuente e indiscriminado,
factores que promueven desarrollo de nuevas estrategias de inmunoprofilaxis contra la
fasciolosis (29-31, 118-120). En este contexto la vacunacion seria la opcion mas factible
puesto que los nuevos farmacos necesitan altos costos de desarrollo, tiempo y
requerimientos de alta exigencia para que se otorguen patentes (4, 33).

Debido a las complejas estrategias de modulacion del sistema inmune del hospedero por
el parasito, se ha dificultado el desarrollo de una vacuna, de hecho hasta la fecha no
existen a nivel comercial vacunas disponibles contra F. hepatica. Esta situacion
representa un desafio que con las nuevas herramientas tecnologicas y el conocimiento
adquirido de experiencias previas con inmundgenos podrian acelerar y permitir una
nueva vacuna que permita la prevencién de la infeccion y ayude a alargar la vida Gtil de
los farmacos (31, 32, 121).

Los aspectos a tener en cuenta a la hora de estudiar el nivel de proteccion que confiere
una vacuna son, entre otros: la especie, raza, y edad de los animales de laboratorio
elegidos. En relacion a la forma infectante, la dosis, la via y protocolo de administracién

como también la virulencia deben ser ajustadas y reportadas para establecer las

81



Discusioén

condiciones del experimento. Por otra parte, el inmundgeno empleado: tipo de
inmunogeno, nimero de dosis de inmunizacion aplicadas, intervalo entre ellas y via de
administracion; tipo y concentracion de adyuvantes utilizados; y la duracion de la
inmunidad.(122, 123)

Todos estos aspectos fueron abordados en nuestro estudio con el objetivo de generar
una nueva estrategia de control que tenga por finalidad contribuir a la prevencion de
infecciones en el ganado en nuestra zona agraria. Ademas, a pesar de que varios
antigenos han sido probados como vacunas prometedoras como candidatos en ratones,
se logré una proteccion parcial con una leve mejoria de la supervivencia animal o dafio
hepatico, lo cual resulta insuficiente para un nuevo paso en el desarrollo de una vacuna
comercialmente viable para la produccién ganadera (94, 124, 125). Por estas razones
sigue siendo importante definir nuevos candidatos a vacunas y formulaciones
adyuvantes eficientes en modelos murinos antes del examen de la capacidad protectora
en huéspedes naturales como vacas u ovejas.

En este contexto se eligié un modelo murino, en el cual los ratones BALB/c que son
susceptibles a la infeccion (102), recibieron tres dosis subcutdneas de nuestra
formulacion FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 durante tres semanas. Una semana
posterior a la Gltima inmunizacion, los animales fueron infectados por via oral con 6
metacercarias, que, segun nuestros experimentos iniciales, permiten desarrollar la
enfermedad con gusanos en el higado a partir de 20 dias post-infeccion.

La eleccion del adyuvante debe tener la misma consideracion que el inmundgeno ya que
la respuesta inmune, el transporte y en muchos casos, la proteccion del antigeno frente
al medio ambiente permitird que la vacuna resulte eficiente. (126). Estas caracteristicas
las reune la plataforma CpG-ODN/Coa-ASC16, la nanoestructura de Coa-ASC16 tiene
una cierta rigidez, que permite modular la liberacién de moléculas en el medio biologico
0 proporcionar estabilidad a las moléculas cargadas (90, 92). Anteriormente, se ha
demostrado mediante ensayos in vitro que Coa-ASC16 genera una liberacion sostenida
de la proteina OVA y CpG-ODN y promueve la captacion conjunta de estos por las CDs
en nddulos linfaticos drenantes cercanos al sitio de inoculacion. Coa-ASC16 ejerce un
efecto protector evitando la degradacion por proteasas del huésped del antigeno OVA y
CpG-ODN. Este efecto permitiria mejorar la capacidad intrinseca del adyuvante CpG-
ODN prolongando su degradacion, lo que favoreceria la generacion de una respuesta
inmune de tipo Th1 (90-92). Estas ventajas podrian haberse reiterado en la formulacién

usada en el presente trabajo ya que la inmunizacion con el antigeno FNKTM indujo una
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robusta respuesta inmune humoral y celular especifica, con un incremento marcado de
la secrecion de IFN-y en distintos 6rganos de los animales inmunizados

Las dificultades presentadas por las formulaciones probadas inicialmente que utilizaban
componentes o subunidades de proteinas del parésito, como asi también los
inconvenientes en la produccién y purificacion de vacunas recombinantes, nos ha
llevado a desarrollar nuestra propuesta contemplando una nueva alternativa tecnoldgica,
que es la utilizacién de un péptido sintético (127, 128). En los ultimos afios, los péptidos
han sido considerados para distintos ensayos de vacunacion en humanos debido al
proceso de produccion simple y rentable en comparacién con otros sistemas
tradicionales (129). Se encuentran en desarrollo multiples vacunas peptidicas adecuadas
para la administracién humana, incluidas las vacunas terapéuticas contra el cancer y los
nuevos proyectos contra distintas enfermedades infecciosas humanas (130, 131). La
produccién de los péptidos en sintesis en fase sélida permite obtener un producto sin
utilizacion excesiva de reactivos y sin presencia de contaminantes, con una
estereoquimica de aminoécidos sin cambios debido al uso de grupos protectores durante
el proceso (132). Otro aspecto interesante es que los péptidos pueden provocar
respuestas inmunitarias especificas, evitando en consecuencia secuencias alergénicas
y/o reactogénicas (133-135).

La decision de utilizar el inhibidor de proteasas FNKTM como inmundgeno estuvo
basada por un lado en las funciones vitales que se le atribuyen durante todo el ciclo de
desarrollo de F. hepatica, como son la de participar en la alimentacion, la proteccion del
parésito a través de la regulacién de las principales proteasas secretadas por el parasito
y/o provenientes del huésped (75, 76, 79, 136, 137). Por otra parte, existen
antecedentes de la utilizacion de proteinas tipo kunitz de otros agentes infecciosos en la
generacion de vacunas, como los recombinantes de inhibidores de proteasas con
dominios tipo kunitz TgPI-1, Omp-19 y AceKIl, lo que fueron capaces de inducir niveles
de proteccion significativos en modelos murinos de infecciones por T. gondii, B.
abortus y A. ceylanicum, respectivamente (81, 138-141).

Las tres etapas del ciclo de F. hepatica donde se ha propuesto como los momentos
claves en donde se puede desarrollar una respuesta inmune efectiva, revirtiendo la
modulacion generada por el parasito son: el pasaje por intestino, el peritoneo y la
superficie y el parénquima hepatico. Todos estos sitios comparten la migracion de la
larva juvenil y la liberacidén de proteasas, ya sea luego del desenquistamiento en el

intestino donde atraviesa la pared del duodeno hacia el peritoneo y al final de su
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recorrido donde nuevamente la secrecion de sus enzimas son esenciales para disgregar
la cdpsula del higado llegando al parénquima (4, 33, 57). Se determind que en estas
etapas criticas en el desarrollo del ciclo evolutivo del parasito existe una alta expresion
de inhibidores de proteasas tal como FhKTM, por lo que se consideraron estos sitios
como puntos claves a analizar la respuesta inmune (73, 76, 142, 143)

En el presente trabajo, se pudo observar en los ratones inmunizados con FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16, que los gusanos no lograban llegar al higado ya que tanto los
estudios macroscépicos como microscopicos a 24 dpi no mostraron las lesiones
caracteristicas provocadas por el paso migratorio del parasito, como tampoco la
presencia de los mismos como ocurrié en los animales solo infectados o que solo
recibieron dosis del adyuvante. Otro parametro utilizado que reflejo el estado del higado
de los animales fue la determinacion de las transaminasas hepaticas que permiten
evaluar la situacion en la que se encuentra el hepatocito (96). Como era esperable ambas
transaminasas (AST-ALT) mostraron una concentracion en el suero de los ratones
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 similar a los niveles encontrados en los animales SIN
TRATAMIENTO. Estos parametros funcionan tanto para evaluar la conservacién de la
estructura hepatica como la efectividad de la vacunacion, dado que cuando los
experimentos son realizados, en etapas tempranas de la infeccién, la larva no ha
madurado en la vesicula biliar por lo que el conteo de huevos y gusanos son
dificilmente realizables y no seria preciso para la evaluacion general de la vacuna. Aun
asi, pudimos evaluar también la eficacia del tratamiento con FnKTM/CpG-ODNY/Coa-
ASC16 mediante un ensayo de supervivencia, en donde se observé que los animales
inmunizados con formulacion propuesta lograban un mayor grado de supervivencia
frente a la infeccion con respecto a otros grupos control.

Existen solo unas pocas vacunas aprobadas en el mercado para la prevencion de
infecciones por parasitos helmintos en ganado, entre la que se destaca la formulacién
Providean Hidatil EG95 contra Echinococcus granulosus con aplicacion en paises
latinoamericanos en cabras y ovejas. Las dificultades para la obtencion de material de
los pardsitos en ciertas etapas de su ciclo, en conjunto con su capacidad
inmunomoduladora han sido los desafios mas complejos para el desarrollo de una
vacuna contra infecciones por helmintos (32, 57). Los antecedentes en el caso de F.
hepatica se remontan a la utilizacion de metacercarias atenuadas con radiacion, los que
no mostraron la generacion de resistencia a la infeccién cuando se utilizaron en ganado

vacuno (4, 57). Con los avances de nuevas tecnologias se lograron aislar distintas
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proteinas nativas que formaron parte de primeras experiencias, como el caso de la
proteasa Catepsina L, Glutation S-transferasa (GST) and Proteina transportadora de
acidos grasos (FABP). Estas proteinas fueron capaces de inducir proteccién en el
ganado vacuno y ovino, aungque no en los niveles necesarios como para considerarlos
como antigenos para el inicio de un desarrollo comercial (4, 57). La importancia de
estos resultados esta dada por la caracterizacion de una respuesta inmune asociada a la
proteccion y que se destaca por una respuesta humoral mixta de perfil Th1-Th2 y una
elevada reaccion inmune con una importante participacion de la citoquina IFN-y (33,
93).

A través del estudio de los cambios en la expresion de genes en ovejas infectadas con F.
hepatica se obtuvo informacion importante sobre los mecanismos moleculares
involucrados en cambios fisioldgicos y patologicos del huésped. Durante la infeccion se
ha demostrado el predomino de una respuesta inmune Th2 y supresion de respuestas
Th1/Th17. Con respecto a esto ultimo, F. hepatica puede inhibir la diferenciacion y la
estabilidad de las células Th17 con disminucion de niveles de expresion de genes
asociados a IL-17 (95). La relacion entre una respuesta inmune protectora con la
produccién de IL-17 ha sido poco descripta en fasciolosis aunque se especula que su
inhibicion beneficia la supervivencia del parasito dentro del huésped. Existe un reporte
que demuestra que el uso de péptidos sintéticos derivados de F. hepatica en un ensayo
de vacunacion en ratones, genera ciertos niveles de proteccion a través de la
estimulacion en la produccion de IFN-y, IL-4 e IL-17 (94). En otras infecciones por
helmintos como Schistosoma haematobium y Echinostoma caproni, las citoquinas
relacionadas con Thl7 (IL-17, IL-21 e IL-23) se asociaron con proteccion contra la
reinfeccién/infeccion de estos parasitos respectivamente (144, 145). Estos resultados se
correlacionan con lo observado en nuestro modelo en donde la elevada produccion de
anticuerpos especificos 1gG1-1gG2a, en conjunto con la alta concentracion tanto de
IFN-y como IL-17A se asocia con la proteccion encontrada en la inmunizacion con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16

A los altos titulos de 1gG1-1gG2a encontrados en suero, se podria agregar la deteccién
de anticuerpos especificos de tipo IgA tanto en suero como en materia fecal. Aunque la
obtencion de estos titulos fue inesperada, teniendo en cuenta el modo de inoculacién
subcutaneo, realizamos la determinacion de IgA por ser el intestino uno de los lugares
donde se puede realizar la expulsidn de la larva. Otros paréasitos intestinales suelen ser

eliminados por medio de la intervencion de anticuerpos de este tipo a nivel del intestino
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delgado en su fase larval evitando que llegue a su estadio adulto en el tejido (146). Un
ejemplo es el caso de nematodes complejos como Trichinella spiralis en el que también
puede disminuir la fecundidad de las hembras adultas in-vitro o protozoos
monocelulares como Giardia, en la cual se ha demostrado que ratones deficientes en
IgA no pueden erradicar la infeccion (103, 147-149). Ademas, se ha observado que la
presencia de IgA en la superficie de la mucosa intestinal ayuda a neutralizar las enzimas
metabdlicas digestivas liberadas por Strongyloides interfiriendo con la capacidad del
gusano para alimentarse (146).

Por otra parte, se ha demostrado que diferentes sistemas de administracion de las
vacunas influyen en el perfil de las respuestas inmunes generadas. En nuestro sistema
experimental la respuesta especifica y sistémica de IgA fue un hallazgo inesperado, el
cual estuvo refrendado por datos de la bibliografia que postulan diferentes hipotesis para
la generacion de IgA a partir de inmunizaciones parenterales (150, 151). Una de ellas
propone que el inmundgeno es capturado por las células presentadoras de antigenos
locales, cercanas al sitio de inoculacién, para luego transportarse a sitios de la mucosa
donde los antigenos seran presentados a las células T. Por otro lado, la otra hipotesis
plantea que el antigeno se presenta periféricamente a las células T y B naive que luego
de la activacion migran a los compartimientos de la mucosa para realizar la generacion
de una amplia respuesta inmune local (152). Nuestros resultados sugieren la activacién
local en un inicio, ya que observamos un incremento del tamafio de los ILNs cercanos a
los sitios de inoculacion y las células de dichos 6rganos linfaticos fueron capaces de
incrementar la secrecion de citoquinas IFN-y e IL-17A luego de dos inmunizaciones
previo a la infeccion.

Un reporte que avala estas ideas es aquel relacionado con la inmunizacion intramuscular
con toxoide tetanico que produce un aumento IgA en la mucosa intestinal de ratones
BALB/c (153, 154). Otro importante antecedente corresponde a la generacion de
anticuerpos neutralizantes IgG e IgA contra Haemophilus influenzae a nivel de la saliva
y secreciones vaginales por la inmunizacidon subcutanea con antigenos capsulares en
conjunto con vitamina D3 y toxina diftérica (155). Por otra parte, se demostré que la
inmunizaciéon en monos con proteinas de membranas de Chlamydia trachomatis
desarrolla una respuesta especifica de tipo 1gG e IgA en materia fecal, saliva,
secreciones vaginales y lagrimas (156, 157). A través de estos hallazgos y de nuestros
datos podriamos concluir que la inmunizacién parenteral con FhnKTM/CpG-ODN/Coa-

ASC16 induce anticuerpos especificos IgA que podrian ser protectores, sugiriendo que
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FhKTM presenta una fuerte inmunogenicidad. También se sugiere que la inclusion de
CpG-ODN en la formulacién podria ayudar a la generacion de anticuerpos IgA, ya que
se ha visto que, en modelos con OVA, este adyuvante puede inducir una respuesta
inmune especifica con mayor produccién de anticuerpos IgA en mucosa e 1gG sistémica
(158).

En relacion a los anticuerpos 1gG1-1gG2a no hay una descripcion clara de cuél es el
mecanismo utilizado por estos anticuerpos en los reportes de vacunas que causan algun
grado de proteccidn contra F. hepatica. El abordaje, en general, refiere a la presencia o
ausencia de los mismos en correlacion con la eficacia de la inmunizacién (4, 57). Una
posible explicacién mecanistica para la participacion de anticuerpos fue la dada por
Piedrafita y col., quienes investigaron la posible eliminacion del parésito a través de un
mecanismo que involucra la ADCC. En este caso se demostrd en estudios in vitro que
las larvas juveniles en presencia de células peritoneales y suero de ratas infectadas
perdian movilidad lo que se atribuia a la muerte de las mismas. Se pudo observar en
este trabajo el acumulo de células pegadas al tegumento concomitante con el aumento
de ON en el sobrenadante del cultivo (43). Si bien esto fue probado en ensayos in vitro,
este mecanismo podria ocurrir en peritoneo, uno de los lugares planteados como posible
microambiente para que actué la respuesta inmune producida por la vacunacion, por lo
que nos resulto pertinente evaluar como afectaba la inmunizacion en este sitio 4 dpi, ya
que se ajusta a los tiempos que tardaria el parasito en migrar desde el intestino hasta la
capsula del higado.

En etapas tempranas de la infeccion con F. hepatica se ha reportado el reclutamiento de
eosindfilos, células dendriticas y mastocitos al peritoneo, tanto en modelos
experimentales en rata como en ovejas (33). Se le ha asignado en anteriores estudios en
vacunas un rol protector a los eosinofilos pero no ha sido descripto el mecanismo por el
cual mediarian esta funcion (33, 42, 159). El andlisis de las poblaciones reclutadas al
peritoneo luego de la inmunizacion por FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mostro una
disminucion del porcentaje de eosindfilos en comparacion con los animales del grupo
INFECTADO. Ratones deficientes en eosindfilos mostraron resistencia a la infeccion
con N. brasiliensis, T. spiralis, T. muris 0 S. mansoni demostrando que su presencia no
es estrictamente necesaria en el proceso de expulsion de gusanos (160-163). Estudios
previos ya han reportado eosinofilia sistémica baja en huéspedes con cierto nivel de
proteccién contra F. hepatica (18, 63). La ausencia de eosinofilia, encontrada

comunmente en las infecciones con helmintos, esta asociada a una rapida respuesta por
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parte huésped eliminando el establecimiento del parésito (164). Esta respuesta de Tipo
Th1 desarrollada antes de la infeccion, impide el reclutamiento de eosinofilos, quienes
se ha reportado en parasitosis extraintestinales participan en el establecimiento de la
infeccion al promover recursos esenciales que apoyan el crecimiento de parasitos y
previenen una respuesta inmune toxica como la produccion de ON, y la secrecién de
citoquinas IL-10 e IL-4 (164-166). Estas citoquinas se encuentran disminuidas en los
ratones inmunizados con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16.

En el mismo sentido a pesar de la alta concentracion de IL-17A en el lavado peritoneal,
el reclutamiento de neutréfilos no fue observado en la cavidad peritoneal de los
animales inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. Es reconocida la relacion
que existe entre la actividad de IL-17 y los neutrofilos, aunque estas células suelen
promover respuestas de tipo Th2 en helmintos como N. brasiliensis (167). En nuestro
caso la funcion de IL-17 parece ser independiente de la presencia de neutrofilos tal
como se ha visto en infecciones fungicas por C. albicans en las cuales IL-17 desarrolla
un rol protectivo desacoplado de la presencia de neutréfilos en la mucosa oral (168,
169). Es importante destacar que la presencia de IFN-y en el peritoneo, también podria
afectar el reclutamiento de neutréfilos o su supervivencia, este fendmeno puede ocurrir
a través de la modulacion de moléculas de adhesion y quimiocinas aun en presencia de
IL-17 (170, 171).

Dentro de las poblaciones celulares observadas en el peritoneo de los ratones
inmunizados con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 se observo sélo un incremento de
macrdfagos. Entre las funciones de IL-17, se encuentra la induccion de la produccion de
quimiocinas que permiten el reclutamiento de neutréfilos y monocitos al sitio de la
infeccion (111, 172-176). En el caso de IFN-y se ha visto que estimula directamente la
generacion de monocitos al inducir la expresion de reguladores especificos de linaje de
mielopoyesis y suprime la produccion de neutréfilos al perturbar la sefializacion
mediada por G-CSF (170, 175). La secrecion mejorada de quimiocinas, como IL-8 y
MCP-1, se demostro cuando las células se estimularon tanto con IFN-y como con IL-17
(177, 178). Esta combinacion de IFN-y e IL-17 también podria generar una mayor
actividad de unién a NF-xB (175, 176). En este contexto, la vacunacion con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 induce un incremento en el microambiente peritoneal
de citoquinas como IL-6, IFN-y, TNF e IL-17A, que podrian modular la activacién de
macrofagos evitando la activacion alternativa por los productos de secrecion-excrecion

del parasito. El perfil Th1-Th17, que se genera durante la vacunacion, se asocia a
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respuestas protectivas previas a la infeccion contra la fasciolosis (4, 33). De igual forma
este perfil de citoquinas se repite en relacion a otros érganos analizados como es el caso
del bazo, los MLN, ILN y PPs

Estudiando el estado de activacion de las células peritoneales de los animales
inmunizados FNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 observamos una mayor expresion de las
moléculas del MHC II, como asi también un incremento en los niveles de ON en los
sobrenadantes de cultivos de estas células. Ambos componentes, en conjunto con el
aumento del numero de macréfagos y de los titulos de anticuerpos en suero,
propiciarian la generacién de mecanismos de ADCC (42, 43). La alta concentracion de
anticuerpos especificos en sangre tanto de IgGs como IgA serian fundamentales en este
proceso de citotoxicidad. También se podrian considerar los anticuerpos IgA
provenientes de la localizacion intestinal puesto que como se ha visto en modelos de
infeccion de Trichinella, estos anticuerpos pueden terminar derivando hacia el peritoneo
donde actuan por un mecanismo de ADCC provocando la muerte de la larva (179-181).

Por otra parte, se podria establecer una comparacion entre la capacidad de deposito del
adyuvante CpG-ODN/Coa-ASC16 con la capacidad de desarrollo de respuesta inmune
del vector adenovirus, ya que la inmunizacion con este ultimo genera una respuesta
protectiva sistémica y en la mucosa intestinal que se caracteriza por la presencia de
células T productoras de IL-17 especificas del antigeno, que migran desde los ILN hasta
el intestino (182, 183). En el caso de los sobrenadantes de esplenocitos fue detectada
también una concentracion de IL-5 similar a la del grupo infectado. La deteccién de esta
citoquina podria asociarse a la presencia de una considerable concentracion de
anticuerpos de tipo 19gG1, relacionados a un perfil de citoquinas Th2. De acuerdo con
estos resultados, trabajos de otros autores han correlacionado un perfil mixto de
anticuerpos con la proteccion contra este parasito (4, 33, 57).

La presencia de IL-17A e IFN-y en sobrenadantes de cultivos en células de MLN y PPs
serian relevantes en intestino durante las fases migratorias tempranas del parasito, ya
que como fue reportado previamente es un sitio clave para la generacion de una
respuesta inmune inicial protectiva contra el patogeno (4, 37, 184). La produccion de
IL-17A se ha postulado que esta relacionada con los niveles de IgA secretados tanto en
homeostasis como en distintos modelos de infecciones en el intestino (107, 149, 185).
Se ha probado que en ratones IL-17A™ se encuentra disminuida la secrecién de IgA en
mucosas (112, 186, 187).
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De acuerdo a nuestros hallazgos podemos suponer que la produccion de IgA en este
modelo experimental podria seguir los siguientes pasos: luego de la inmunizacién
subcutanea ocurriria la migracion de células T especificas de antigenos productores de
IL-17 desde los ILN hacia el intestino, o bien células T y B que migran llevando el
antigeno procesado hacia los 6rganos linfaticos asociados a mucosas. Una vez que el
antigeno es procesado en los ganglios mesentérico, los centros germinales son activados
generado celulas Thl7 productoras de IL-17A que llegaran a las PPs, Aqui las células
Th17 pierden su funcion secretora para inducir el switching de anticuerpos hacia el
isotipo de IgA. La citoquina IL-17A en el ambiente intestinal seria responsable del
traspaso de la IgA producida hacia el lumen a través de la generacion de receptor de
inmunoglobulina polimérica (pIgR), como asi también podria mejorar la retencion de
células B en los centros germinales lo que aumentaria la posibilidad de produccién de
anticuerpos IgA de alta afinidad en las PPs (112, 176, 188). La produccion de 1L-17
también permitiria incrementar y mantener el nimero de células productoras de IL-17
por ejemplo células T CD4+. En nuestro caso no pudimos determinar la fuente de IL-
17A en estos 6rganos, pero de acuerdo a las concentraciones y las poblaciones
determinadas en otros sitios como el bazo (tanto CD4+ como CD4- resultaron
productoras de IL-17), podriamos asociarlo a las células Th1l7 pudiendo aplicar el
modelo propuesto por Hirota y Col. (107) Otros factores que pudieron determinarse en
el presente trabajo y han sido reportados como sefiales que permiten la promocion de la
produccién de IgA fueron (IL-6) y ON en lavado peritoneal (172, 173, 176).

Es conocido que 1L-17 puede participar en mecanismos de respuestas contra diferentes
microorganismos ya sea generando memoria inmunol6gica mediada por células T a
largo plazo o modular la secrecion IFN-y para prevenir enfermedades parasitarias
provocadas por Toxoplasma gondii y Eimeria falciformis . En estos ultimos casos no se
conoce como se realiza este proceso, pero se encontrd que los ratones infectados
deficientes de IL-17 muestran una mayor mortalidad en comparacion con los ratones
con niveles normales de IL-17 (144, 145).

Para evaluar la importancia de IL-17A encontrada en nuestro modelo se utilizaron
anticuerpos neutralizantes anti-IL-17A. El blogueo de IL-17A producida durante la
inmunizacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 disminuyo la eficacia de la vacuna.
Los animales infectados con F. hepatica que recibieron el tratamiento bloqueante para
IL-17A murieron antes que aquellos que solo fueron infectados, demostrando la

importancia de la respuesta de IL-17A para contener la infeccion. Estos resultados
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podrian relacionarse a aquellos que muestran que ovejas infectadas con F. hepatica
presentan una inhibicion en la diferenciacion y la estabilidad de las células Thl7,
disminuyendo la produccion de IL-17 y sugiriendo que esta citoquinas juega un papel
importante en la proteccion contra F. hepatica (95).

En el presente trabajo, nuestros experimentos corroboran que la ausencia de IL-17A
conllevaba a la disminucion de la generacién de anticuerpos 1gG2a e IgA, a lo que se
suma también una disminucion significativa de la concentracion de IFN-y. Estos datos
sugieren que IL-17A se requiere para la secrecion éptima de IgA, asi como sucede en
giardiasis donde IL-17A modula el mecanismo efector de la defensa antigiardial
mediado por la IgA secretoria en el intestino (103, 149). Con respecto a la produccion
disminuida de IFN-y, al igual que en nuestro modelo, se ha observado una reduccion de
la expresion de IFN-y de ratones con IL-17A " e IL-17RA 7 y el incremento de las
respuestas de IFN-y en ratones IL-17A ~/~ e IL-23a ~/ " tratados con IL-17A exdgena
Existen numerosas referencias que respaldan la idea de un efecto sinérgico entre IFN-y
e IL-17A (110, 176, 189, 190). Estudios previos han mostrado que IL-17A induce la
produccion de IL-12 en macréfagos peritoneales (191), del mismo modo, se ha definido
que IL-17A puede estimular respuestas de células Thl a través de la induccién de IL-12
(110, 192). En conjunto, podemos hipotetizar que la IL-17A generada por la vacunacion
con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 es necesaria para la generacion de IFN-y y que
ambas citoquinas seran responsables de generar un mecanismo que elimine al parasito.
En otros aspectos, nos intereso investigar la participacion de factores del suero, como
podrian ser los anticuerpos, en la neutralizacion de la actividad inhibitoria de FhNKTM.
La hipotesis se baso en que la pérdida de la inhibicion de las enzimas proteasas, tanto
liberadas por el huésped como del propio parasito, podria resultar deletérea para el
tegumento de la larva juvenil, puesto que su actividad enzimatica no seria controlada
por el inhibidor de proteasas FNKTM, quedando expuesta a este ambiente hostil.

Los resultados de los cultivos in vitro de la enzima FhCL3 con FhKTM en presencia o
ausencia de suero inmune mostré que, el tratamiento previo de FnKTM con el suero de
animales inmunizados con FnKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 afecta la funcion inhibitoria
puesto que FhCL3 generaba su accion proteolitica sobre el sustrato fluorescente. Por el
contrario, cuando se incubaba sin el suero inmune o se hacia con suero proveniente de
ratones del grupo SIN TRATAMIENTO, la fluorescencia disminuia por la accion de
inhibitoria de FnRKTM sobre FhCL3. Estos resultados sugieren que factores del suero de
animales inmunizados con FhRKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 estarian interfiriendo en la
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accion enzimatica de FnNKTM y que podria tratarse de los anticuerpos especificos, ya
que los factores de los sueros de los otros grupos no interfirieron en la interaccion
FhKTM-FhCL3. Aun sin haber detectado si los anticuerpos efectivamente serian los
responsables de bloquear la accién inhibitoria de FhKTM, podriamos hipotetizar la
participacion de los mismos en los mecanismos de la vacuna FNKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16, que, sumado a la generacion de una rapida respuesta inmune especifica,
participarian en conjunto en la eliminacion de F. hepatica antes de que la larva migrante
juvenil llegue al higado.

Los resultados soportan las ideas previas que proyectdbamos con respecto a la
participacion del adyuvante, ya sea mediante la proteccion y transporte del péptido
como su papel de agente inmunoestimulante en la induccién de una respuesta tipo Thl-
Th17, pudiendo complementar la reaccion especifica. Asi como en otros trabajos en los
que se utilizo el adyuvante incompleto/completo de Freund (FIA/FCA) (4, 33, 57), el
grupo CpG-ODN/Coa-ASC16 mostrd un background de proteccion con aumento de los
dias de sobrevida de algunos de los ratones evaluados en comparacion con los
infectados, que puede asociarse a sus propiedades inmunoestimulatorias.

Esta nueva estrategia adyuvante puede ser un punto clave en la capacidad protectora de
la formulacién, ya que los antecedentes previos en donde usaron FhCL1/FhHb como
antigenos y AFI, conocido por la induccion de una potente respuesta inmune de tipo
Th1, no pudieron generar un grado significativo de proteccién. La utilizacion de
hidroxido de aluminio, el cual esta admitido para el uso en humanos y animales,
también mostr6 una pobre capacidad adyuvante para establecer una respuesta protectiva
(33). Los estudios para conocer los mecanismos involucrados con la actividad de CpG-
ODN/Coa-ASC16, han propuesto que, en caso de la utilizacion de OVA como antigeno
y utilizando un esquema experimental conformado por una dosis, se obtienen iguales
resultados a los propuestos con tres dosis. Este efecto de depdsito in vivo, hace posible
reducir la dosis y/o la cantidad de inmunizaciones requeridas para una respuesta éptima,
lo que en un futuro permitiria reducir los costos de produccion y la accesibilidad-
comodidad al personal encargado de administrarlo (91).

Podemos resaltar que en este trabajo se pudo avanzar con resultados prometedores en el
planteo de una nueva herramienta para prevenir la fasciolosis, considerando que los
distintos intentos previos tuvieron porcentajes de proteccion por debajo de los
recomendados para avanzar en una nueva etapa de desarrollo de vacunas o adaptar los

modelos a otros animales. También es importante destacar que hasta el momento,
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ningun reporte previo de desarrollo de vacunas contra F. hepatica habia sido efectivo en
evitar la llegada del parésito al higado de los animales infectados mientras que nuestros
datos muestran que los animales vacunados FhNKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 mantienen
la estructura hepatica conservada (4, 33, 57).

Debido a los reportes provenientes de distintos puntos de la provincia, en los que los
productores informan importantes disminuciones en la produccion ganadera debido a
los decesos provocados por las hiperinfecciones, que provocan cuadros agudos de
fasciolosis (6), hemos comenzado a implementar un modelo de vacunacion en ovejas
con resultados preliminares prometedores. Con la adaptacion de la enfermedad a nuevos
climas y la creciente demanda mundial de alimento debido al crecimiento de la
poblacion, es claramente un nuevo paso poder validar los resultados expuestos en la
presente tesis en un nuevo modelo mas avanzado y de impacto directo en la industria
ganadera local (33).

El analisis de las respuestas inmunes desarrolladas durante la inmunizacion con
FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 muestra perfiles de anticuerpos y citoquinas que
anteriormente habian sido asociadas a procesos efectivos para eliminar la infeccién por
F. hepatica, aunque también se vieron novedosos sucesos como la respuesta IgA
especifica y la importante participacion de IL-17A para el desarrollo de proteccion.

En resumen, hemos generado un nuevo aporte hacia el desarrollo de una vacuna contra
F. hepatica que debido a las condiciones ambientales y la manipulacion indebida de los
antiparasitarios en el ganado se hace cada vez mas necesaria, y a su vez, permitiria
plantearse tanto la disminucion de la contaminacion en los alimentos por trazas de
medicamentos como acercarse a la posibilidad de erradicacion de la enfermedad con el

tiempo a través de este nuevo protocolo de cuidado.
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FIGURA 31: Mecanismos propuestos involucrados en la protecciéon por la inmunizacion
con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16. (1) La inmunizacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-
ASC16 induce la produccién de citoquinas, especialmente IFN-y e IL-17A , en el bazo y en
ILN. Las celulas T, B y CD cercanas al sitio de inoculacion podrian reconocer al antigeno
FhKTM vy transportarlo a los tejidos inmunes cercanos al intestino (2) Tanto en MLN como en
PPs se genera una respuesta de citoquinas IFN-y e IL-17A. El aumento de IL-17A posibilitaria
el traspaso de los anticuerpos IgA hacia lumen intestinal desde las PPs ya que encontramos
elevados los niveles de anticuerpos especificos IgA en materia fecal (3) En el intestino, IgA
podria inhibir la funcion de FnNKTM que bloquea la actividad de cistein-proteasas como FhCL3,
exponiendo a la NEJ a las enzimas proteoliticas propias o del huesped. Tambien podrian formar
parte de esta funcion los anticuerpos 1gG1-1gG2a. (4) En el caso que la larva migrante tenga la
posibilidad de atravesar la pared del intestino llegando al peritoneo, los macrofagos reclutados
en un ambiente peritoneal dominado por un perfil de respuesta inmune Th1 podrian, en conjunto
con los anticuerpos epecificos 1gG1-1gG2a y el oxido nitrico detectado en los sobrenadantes
peritoneales, eliminar al parasito (5) En consecuencia tanto los mecanismos propuestos en el
intestino como el peritoneo impedirian la Ilegada del gusano al higado.
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Conclusiones

La vacunacion con FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 fue efectiva para
prevenir el dafio hepético en ratones infectados con Fasciola hepatica

La vacuna propuesta provoca una respuesta de anticuerpos 1gG1-1gG2a

robusta y especifica, que se mantiene con el tiempo.

El tratamiento con FhNKTM /CpG-ODN/Coa-ASC16 indujo un aumento de

la produccién de anticuerpos IgA en la mucosa y a nivel sistémico.

Se observaron altas concentraciones de citoquinas IL-17A-IFN-y a nivel
sistémico (ILN, MLNSs, PPs y bazo), a cortos tiempos post-infeccion que son

mantenidos durante 25 dias.

La administracion de FhKTM/CpG-ODN/Coa-ASC16 promueve el
reclutamiento de macrdfagos a la cavidad peritoneal y la produccion de IL-
5, IL-6, TNF, IFN-y e IL-17A en la zona.

Las células peritoneales se encuentran activadas y producen éxido nitrico
en los animales tratados con FRKTM/CpG-ODN/Coa- ASC16.

El bloqueo de IL-17A disminuye la produccién de anticuerpos 1gG2a e IgA,
como asi también la de IFN-y en ratones tratados con FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16.

La eficacia de la prevencion de la vacunacion con FnKTM/CpG-ODN/ Coa-

ASC16 en ratones es dependiente de la presencia de IL17A.

La inmunizacién con FNKTM /CpG-ODN/Coa-ASC16 genera factores en el
suero, posiblemente anticuerpos especificos, que actlan neutralizando la

actividad enzimatica del péptido FnKTM.

El grado de proteccion inducido por la formulacion FhKTM/CpG-
ODN/Coa-ASC16 contra fasciolosis en el modelo murino genera grandes

perspectivas para su validacién en el ganado ovino y/o bovino.
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