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Resumen 

La fasciolosis es una enfermedad causada por los trematodos parásitos del 

género Fasciola (F. hepatica y F. gigantica). La infección con F. hepatica es 

una de las enfermedades parasitarias con mayor prevalencia en rumiantes 

domésticos en varias regiones del mundo incluyendo a Uruguay. La 

enfermedad se caracteriza por un cuadro sub-clínico y crónico que se traduce 

en la reducción de la producción de carne, lana y leche. Su tratamiento se basa 

en el uso de distintos tipos fármacos; el más efectivo contra todos los estadios 

del parásito en el huésped mamífero es el Triclabendazol (TCBZ). Sin 

embargo, se ha constatado la creciente aparición de resistencia frente al 

mismo. Dado que no han surgido en el mercado nuevas drogas fasciolicidas, la 

profilaxis vaccinal surge como una de las alternativas más promisorias para el 

control del parásito. Nuestro grupo de trabajo ha contribuido en el estudio de 

proteasas de F. hepatica como componentes de vacunas contra la fasciolosis 

en rumiantes. Una enzima con actividad exopeptidasa obtenida a partir de 

parásitos adultos y localizada histoquímicamente en el epitelio del intestino del 

parásito y en el tegumento fue caracterizada como una leucina aminopeptidasa 

(FhLAP). Tanto la forma nativa (FhLAPn) utilizada sola o en combinación con 

otros antígenos o la forma recombinante expresada como proteína de fusión 

(FhLAP-Trxr) alcanzaron los mayores niveles de protección  reportados en 

ovinos hasta el momento.  

En este trabajo se describe el análisis de la respuesta humoral desarrollada en 

el modelo ovino de una vacuna formulada a partir del antígeno FhLAP-Trxr con 

dos adyuvantes aprobados para su uso veterinario en el Uruguay: Adyuvac 50 

y Al(OH)3, en dos esquemas de vacunación: un refuerzo y dos refuerzos. En 

este ensayo se obtuvieron los mayores niveles de protección con el esquema 

de un refuerzo (75,1% con Adyuvac 50 y 54,9% con Al(OH)3) en contraste con 

el esquema de dos refuerzos (20,1% con Adyuvac 50 y 6,10% con Al(OH)3) 

indicando que el segundo refuerzo puedo haber tenido un impacto negativo 

sobre la respuesta protectora. Estos resultados dispares nos promovieron a 

disecar la respuesta humoral de tipo IgG con la finalidad de echar luz sobre las 

notorias diferencias protectoras observadas. 
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 Asimismo, se evalúo el reactividad por parte de los sueros del ensayo sobre 

los tejidos de la forma juvenil del parásito y la capacidad de estos sueros de 

inhibir la actividad de la FhLAP-Trxr in vitro. 

Los resultados mostraron que en todos los casos existen diferencias 

significativas en los niveles de respuesta humoral específica de tipo IgG y 

subclases de IgG entre los grupos inmunizados y los grupos control. Asimismo, 

se observópara el  esquema de un refuerzo tanto con Adyuvac 50 como con 

Al(OH)3 una cinética de respuesta similar, donde el pico de anticuerpos anti-

FhLAP-Trxr se alcanza en la semana del desafío. A la vez se determinó una 

fuerte correlación inversa entre los niveles de anticuerpos IgG  de la semana de 

desafío y los parásitos recuperados en la necropsia. En el caso del esquema 

de dos refuerzos se generaron niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr mayores 

a los obtenidos en el esquema de un refuerzo a lo largo de las semanas. En el 

grupo Adyuvac 50 se observaron dos picos, el primero en la semana 6 y el 

segundo en la semana 8. En cambio con Al(OH)3 se observó la inducción de un 

creciente nivel de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr a partir de la semana 4 del 

ensayo llegando a un pico entre la semana 8 y 10. No se detectó correlación 

entre IgG total de la semana de desafío y los parásitos recuperados al final del 

ensayo para  este esquema. Al analizar las subclases de IgG se observó  una 

respuesta predominantemente mixta Th2/Th1 para el esquema de un refuerzo 

con una predominancia de IgG1 sobre IgG2 a lo largo de las semanas. Al igual 

que para el esquema de un refuerzo con Adyuvac 50, para el esquema de dos 

refuerzos se observa una respuesta mixta Th2/Th1 llegando al máximo de IgG1 

en la semana del desafío. Para el grupo Al(OH)3 se verificó una respuesta 

mixta Th2/Th1,  que sin embargo a partir de la infección se invierte pasando a 

predominar IgG2 sobre IgG1. El análisis estadístico permitió determinar una 

fuerte correlación inversa entre IgG1 y los gusanos recuperados al final del 

ensayo tanto para el esquema de uno como dos refuerzos.  

El estudio de inmunolocalización en la forma juvenil, empleando las IgG 

purificadas a partir de un pool de sueros de los animales inmunizados con  

Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo, permitió visualizar un 
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reconocimiento diferencial los tejidos del juvenil recientemente desenquistado 

(JRD) respecto a las IgGs del suero pre-inmune.  

En contraste con los resultados previos no se demostró capacidad inhbitoria 

sobre la actividad LAP in vitro  por parte de los sueros de los grupos del 

ensayo. 
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1.1 Generalidades 

La fasciolosis es una zoonosis provocada por la infección con los parásitos 

trematodos del género Fasciola (F. hepatica y F. gigantica). Esta infección se 

ha descrito para un amplio rango de mamíferos incluyendo animales de interés 

productivo (bovinos, caprinos y ovinos) e incluso el hombre (Andrews, 1999). 

Se estima que más de 17 millones de personas se encuentran infectadas con 

el parásito y alrededor de 180 millones se encuentran en riesgo de contraer la 

infección (Mas-Coma, 2005). El parasitismo por F. hepatica causa enfermedad 

aguda y crónica en el ganado, en especial el bovino y ovino, generando 

pérdidas que se estiman en más de 2000 millones de dólares anuales (Spithill, 

1998)  como consecuencia de la reducción de la producción de carne, lana y 

leche, aparición de infecciones secundarias, interferencia en la fertilidad de los 

animales y gastos en la aplicación del tratamiento fasciolicida (Hatschbach, 

1995). En Uruguay, la fasciolosis, conocida vulgarmente como “saguaypé” o 

“duela hepática”, es una de las enfermedades parasitarias más relevantes, con 

una prevalencia que oscila entre el 50% y 60% en ganado bovino y ovino, 

respectivamente (Acosta, 1991). El control de  la enfermedad está basado 

principalmente en el uso de fármacos fasciolicidas en las especies productivas, 

sin embargo esta estrategia se ha comprometido por  la creciente aparición de 

focos de resistencia al Triclabendazol (TCBZ), el único fármaco autorizado por 

la Unión Europea para el tratamiento de la fasciolosis en rumiantes (revisado 

en Fairweather,  2011).  
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1.1.1 Ciclo biológico 

F. hepatica es un platelminto trematodo hematófago de la subclase Digenea, 

que posee un ciclo biológico heteroxeno es decir, requiere de un huésped 

definitivo (mamíferos herbívoros) y un huésped intermediario (caracoles de 

agua dulce) para completar su ciclo (Figura 1). Los huevos producidos por los 

adultos hermafroditas del parásito localizados en los canalículos biliares del 

hígado son arrastrados por la bilis hasta el duodeno y luego son expulsados al 

exterior con las heces del huésped definitivo, formándose en su interior el 

embrión ciliado al cabo de 10-12 días. La eclosión de los huevos solo se 

produce en el agua donde el opérculo del huevo se abre para la emergencia 

del miracidio. Este nada libremente por medio de los cilios que recubren el 

cuerpo hasta encontrar al huésped intermediario adecuado; éstos son 

caracoles pulmonados pertenecientes a los géneros Lymnea, Simlynea, 

Stagnicola y Physa. En Uruguay, la única especie con relevancia 

epidemiológica es Lymnea viatrix (Nari et al, 1983). 

El miracidio atraviesa los tegumentos del molusco, pierde los cilios y se localiza 

en la cámara pulmonar, donde se transforma en esporocisto. Este crece y en el 

interior del caracol a través de reproducción asexuada, se forman las redias de 

primera generación, que migrarán a la glándula digestiva del caracol para 

formar también endógenamente redias hijas o de segunda generación. Estas 

últimas formarán las cercarias, que abandonarán el caracol para nadar en el 

medio acuático. A continuación, las cercarias pierden la cola y se enquistan 

formando la forma infectante y de resistencia llamada metacercaria que 

generalmente se adhiere a vegetales acuáticos. El huésped definitivo se infecta 

al ingerir las metacercarias junto con estos vegetales. En el estómago, las 

condiciones reductoras, la elevada concentración de anhídrido carbónico y la 
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temperatura de 39˚C desencadenan el proceso de desenquistamiento 

(Andrews, 1999). En el duodeno, las sales biliares estimulan la emergencia de 

la forma juvenil de F. hepatica. El juvenil recientemente desenquistado (JDR), 

migra y atraviesa la pared del intestino delgado, llegando al peritoneo donde 

recorre la serosa hasta alcanzar el hígado al que atraviesa. Finalmente, la 

forma adulta y sexualmente madura, se instala en el interior de los conductos 

biliares y se fija a las paredes a través de ventosas comenzando la deposición 

de huevos entre 8 y 12 semanas post-infección (Sukhdeo y Sukhdeo, 2002).En 

su periplo migratorio, F. hepatica sufre importantes modificaciones en su 

morfología, el más evidente es el de su tamaño, pasando de la forma juvenil de 

300 µm a la forma adulta de hasta 3 cm de largo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Ciclo biológico de F. hepatica. El ciclo de vida del parásito es complejo, 

teniendo un huésped definitivo que aloja la forma sexualmente madura del parásito y 

un huésped intermediario que aloja la fase larvaria. 

Ciclo biológico de Fasciola hepatica 



14 
 

1.1.2 Control 

La infección se encuentra asociada a zonas bajas y mal drenadas, propicias 

para el desarrollo del ciclo biológico del parásito (Nari y Cardozo, 1976). La 

velocidad de desarrollo de los huevos del parásito, de las cercarias emitidas 

por el caracol y  la viabilidad de las metacercarias enquistadas en las pasturas 

se encuentran relacionadas con las condiciones de temperatura y humedad. El 

drenado de zonas bajas, la forestación y la utilización de agentes químicos 

molusquicidas constituyen medidas de control del huésped intermediario. Sin 

embargo, la problemática en el control de la fasciolosis viene acompañada de 

los cambios en los patrones de la enfermedad, la creciente incidencia como 

consecuencia del cambio climático y la aparición de resistencia al TCBZ. 

 

1.1.3 Drogas fasciolicidas 

Existen drogas antihelmínticas altamente eficaces como el TCBZ, Closantel, 

Nitroxinil, Oxiclozanida, Diamfenetida y Clorsulon. Todas las drogas a 

excepción de la primera eliminan eficientemente el parásito en etapas tardías 

de su desarrollo. Sin embargo, en esta etapa  ya se ha producido el daño 

hepático y el consecuente debilitamiento de la salud del huésped (Figura 2). El 

TCBZ, es la droga de elección para el tratamiento de animales de producción y 

más recientemente  ha comenzado a utilizarse con éxito en casos de 

fasciolosis humana (Villegas et al, 2012). Se trata de la única droga que tiene 

actividad contra todos los estadios del parásito, en especial contra la forma 

migratoria que produce los daños más significativos a nivel hepático. Su 

mecanismo de acción se encuentra asociado a la unión a la β-tubulina y por lo 
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tanto afecta todos los procesos que involucran microtúbulos (revisado en 

Brennan et al, 2007).  

 

 

 

 

1.1.3.1 Resistencia frente al TCBZ 

Se ha encontrado que en nematodos la resistencia a los bencimidazoles está 

ligada a la selección de variantes de β-tubulina con una sustitución de 

fenilalanina por tirosina en la posición 167 o 200. En forma similar, se cree que 

la resistencia al TCBZ en F. hepatica, podría estar asociada a la selección de 

nuevas variantes de β-tubulina, ya que las α y β-tubulinas de las formas 

sensibles y resistentes de la forma adulta de F. hepatica presentan diferencias 

en las mismas posiciones identificadas para la β-tubulina resistente a los 

bencimidazoles (revisado en Brennan et al, 2007). Otros mecanismos 

moleculares asociados a la resistencia al TCBZ incluyen además, la lenta 

reducción del TCBZ a triclabendazol sulfóxido (TCBZSO) que es el metabolito 

activo, la unión del TCBZ a proteínas no específicas, lo que restringe su 

habilidad de unirse a su sitio de acción y finalmente, la sobre-expresión de 

Figura 2. Antihelmínticos y su espectro de acción contra F. hepatica (Riet et al, 

2001). 
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transportador (glicoproteína-P) que permite la eliminación del fármaco desde 

las células del parásito (Álvarez et al, 2007). 

La creciente aparición de resistencia al TCBZ y la falta de desarrollo de nuevas 

drogas fasciolicidas determinan que la estrategia farmacológica de control de la 

fasciolosis puede no ser sustentable a mediano plazo en muchos países, en 

especial países desarrollados, por lo que la profilaxis vaccinal surge como una 

de las alternativas más alentadoras. 

Tras repetidos fracasos en el desarrollo de una vacuna eficaz contra la 

infección, a finales del siglo pasado se hizo evidente la necesidad de 

profundizar en el conocimiento de la biología del parásito y principalmente en la 

respuesta inmune del huésped frente al parásito, a modo de poder definir los 

blancos moleculares más apropiados. 

1.2  La respuesta inmune frente a la infección con F. hepatica. 

 

Muchas especies de mamíferos pueden infectarse con parásitos del género 

Fasciola. Sin embargo, se ha descrito una amplia variación en los niveles de 

susceptibilidad a la infección y en la habilidad de adquirir resistencia a la 

reinfección. El huésped ovino es  susceptible a la infección y en muchos casos 

sufre la muerte  en la etapa aguda de la infección.  En cambio, se ha observado 

un alto grado de resistencia a la infección primaria y secundaria con F. 

gigantica y a la vez se ha constatado distinto grado de susceptibilidad entre 

algunas razas ovinas (Spithill et al, 1998). Estos hallazgos sugieren que F. 

hepatica y F. gigantica presentan diferencias biológicas significativas que 

permiten que los mecanismos inmunológicos efectores del huésped ovino 

puedan imponerse a la infección de F. gigantica y no a la de F. hepatica. Estos 
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mecanismos de resistencia a la infección con F. gigantica se asocian a la 

inducción temprana de una respuesta Th1 en contraste con la respuesta 

Th1/Th2 que se induciría por F. hepatica (Raadsma et al, 2007). El ganado 

bovino presenta una resistencia mayor a la infección con F. hepatica que los 

ovinos. Sin embargo, no desarrollan una respuesta inmune capaz de evitar la 

re-infección (Clery, et al, 1998). 

1.2.1 La primera línea de defensa. 

La respuesta inmune innata jugaría un papel importante frente a la infección 

por F. hepatica, no sólo en montar una respuesta adaptativa, sino que además, 

tendría un rol directo en la defensa contra este parásito. El parásito secreta 

distintas moléculas que tienen una serie de efectos sobre el huésped. Uno de 

estos efectos, es la supresión de la respuesta inmune contra infecciones 

bacterianas como es el caso de la infección con Bordetella pertusis. También 

se ha registrado la mayor susceptibilidad del ganado infectado con F. hepatica 

a la infección por Salmonella dublin, posiblemente debida a la supresión de la 

repuesta Th1 en el huésped. Esta inmunosupresión afecta no solo la capacidad 

de respuesta frente a otras infecciones, sino que además afecta la capacidad 

predictiva del diagnóstico de la tuberculosis bovina, que se basa en la 

producción específica de INFγ contra Mycobacterium bovis en glóbulos blancos 

de la sangre. Por otro lado, se ha demostrado que la infección con F. hepatica 

en el modelo murino alivia los síntomas clínicos de la encefalomielitis 

autoinmune experimental, modelo para la esclerosis múltiple humana (revisado 

en Robinson et al, 2012).  

El rol de los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, por 

pathogen-associated molecular patterns) en la activación del sistema inmune 
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recientemente ha empezado a explorarse en la infección con F. hepatica. Hasta 

la fecha, no se ha caracterizado ningún patrón molecular asociado a F. 

hepatica y tampoco se han identificado de manera definitiva receptores para 

este tipo de moléculas. Se ha demostrado que el TLR2 estaría involucrado en 

la interacción con los productos de excreción/secreción (PES)  de F. hepatica a 

través de un experimento donde los PES de adultos inhiben la activación de los 

macrófagos por proteínas purificadas de M. bovis, ya sea por inhibición de la 

transducción de señales o competición directa por el TLR2 (Flynn y Mulcahy, 

2008). Este efecto está parcialmente asociado con la presencia de residuos 

glucídicos, ya que al eliminarlos se compromete la activación de los 

macrófagos. Otro experimento indica que los receptores de manosa también 

podrían estar involucrados en la activación alternativa de los macrófagos 

(Guasconi et al, 2011).  

1.2.2 Respuesta inmune mediada por células 

Los mecanismos efectores estimulados luego de la infección incluyen una 

rápida y pronunciada eosinofilia (característica de la mayoría de las infecciones 

por helmintos hemotesiduales) y activación de macrófagos. En bovinos, se ha 

encontrado un elevado conteo de eosinófilos desde la cuarta semana post-

infección y persistencia hasta la semana 16 (Bossaert et al, 2000), mientras 

que en ovinos se demostró la presencia bifásica de eosinofilia ocurriendo en la 

semana 4 post-infección y nuevamente en la semana 9-10 (Zhang et al, 2005). 

En este contexto, se ha demostrado que los PES de F. hepatica inducen 

apoptosis en eosinófilos de ratas en un proceso dependiente de la dosis y el 

tiempo de exposición (Serradell et al, 2007). 
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Los macrófagos pueden activarse hacia la forma M1 (clásica) o M2 (alternativa). 

Ha tenido creciente aceptación la idea según la cual la activación alternativa de 

los macrófagos durante la infección por helmintos tendría un rol central para 

comprender la respuesta frente a ellos (Sica et al, 2012). Los macrófagos 

alternativamente activados (AAMφ) se caracterizan por una elevada actividad 

arginasa 1 y expresión de IL-10 sumado a bajos niveles de producción de óxido 

nítrico. Las funciones de estas células no están totalmente claras, sin embargo 

se cree que están implicadas en la diferenciación de los linfocitos Th2 o que 

podrían actuar como un tipo celular supresor de la producción de citoquinas 

pro-inflamatorias y por lo tanto de la respuesta Th1, dado su elevada expresión 

de IL-10 (Flynn y Mulcahy, 2008). Se ha demostrado que la infección por F. 

hepatica es capaz de generar AAMφ tanto in vitro como in vivo. Por otro lado, 

existe una fuerte correlación entre la presencia de AAMφ con la capacidad de 

supresión y susceptibilidad a una infección secundaria (Flynn y Mulcahy, 2007). 

La evidencia de su rol en iniciar la diferenciación a células Th2 proviene de un 

estudio donde se utilizaron macrófagos activados por F. hepatica para 

estimular un perfil de secreción de citoquinas Th2 en células T vírgenes 

estimuladas a través del CD3 (Donelly et al, 2008). Otros estudios indican que 

los macrófagos activados de forma alternativa están asociados con una 

respuesta de memoria protectora, fibrosis e inmunopatología (revisado en 

Flynn et al, 2010). 

Respecto a las células presentadoras de antígeno, los estudios realizados 

sobre las células dendríticas (CD) en la infección por helmintos han fallado en 

demostrar de forma definitiva su rol en la diferenciación de las células T 

vírgenes  al fenotipo Th2 (Wynn, 2009). Las CD activadas en presencia de 
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antígenos provenientes de helmintos no presentan los marcadores clásicos de 

activación, como niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias (IL-12), TNFα 

y óxido nítrico. Tampoco hay expresión significativa de moléculas co-

estimuladoras  como CD80, CD86 y CD40 (Hamilton et al, 2010). Asimismo, los 

PES del adulto de F. hepatica fueron capaces de estimular la proliferación de 

linfocitos Th2 y T reguladores cuando las CD eran co-estimuladas a través del 

TLR4 in vitro (Falcón et al, 2010).  

 

1.2.3 Respuesta inmune mediada por anticuerpos 

Luego de 4 semanas post-infección en rumiantes se desarrolla una respuesta 

adaptativa mediada por células B con la generación de anticuerpos específicos 

contra antígenos del parásito. Varios estudios han mostrado que IgG1 es 

dominante en bovinos que presentan una exposición previa, al igual que 

aquellos que nunca entraron en contacto con el parásito (Clery et al, 1996 ; 

Bossaert et al, 2000; Flynn et al, 2009) y esto ha sido confirmado a través de 

estudios en ovinos (Raadsma et al, 2007). Como es típico de las respuestas 

Th2 la generación de anticuerpos IgG1 viene mediada por IL-4 (O’Neill et al, 

2000). Sin embargo, la vacunación con antígenos nativos derivados del gusano 

adulto se obtuvo correlación negativa entre protección (reducción de gusanos 

recuperados) y título de IgG2a asociada a respuesta Th1, y avidez (Mulcahy et 

al, 1998; Raadsma, 2007).  

1.2.4 Regulación de la respuesta inmune por citoquinas 

La producción temprana de INFγ en respuesta a la infección con F. hepatica se 

ha reportado en varios modelos de estudios incluyendo ovinos (Moreau et al, 

1998). Esta expresión temprana de INFγ sugiere una respuesta Th0/Th1, 
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cambiando hacia una respuesta Th2 a medida que la infección se establece y 

que explicaría el predominio de la subclase IgG1 previamente descrito. La 

respuesta inmune a la infección natural en ovinos no produce una respuesta 

protectora y la infección crónica con la forma adulta instalada en los conductos 

biliares se establece luego de 12 semanas post-infección (McManus y Dalton, 

2006).  En estudios realizados en ovinos donde se infectó experimentalmente 

con F. gigantica se  observó que la expresión de ARNm de citoquinas del tipo 1 

(IL-12 e IL-2) era predominante en las células aisladas de los ganglios linfáticos 

cercanos al hígado 3 semanas post-infección. En cambio, en las células 

aisladas de animales infectados con F. hepatica en el mismo tiempo, se 

constató elevada expresión de ARNm de citoquinas de  tipo 2 (IL-4, IL-5 e IL-

13) (Pleasence et al, 2011). 

 

En definitiva, la cronicidad de la infección con F. hepatica está asociada con el 

desarrollo de una respuesta Th2 en el huésped a medida que la infección se 

establece a la vez que se compromete la capacidad en desarrollar una 

respuesta Th1 protectora. Esta inmunomodulación no le permitiría al huésped 

montar una respuesta apropiada frente a infecciones bacterianas dejándolo 

expuesto a una variedad de enfermedades. Se ha acumulado evidencia que 

apoya la idea de que la supresión de la respuesta Th1 estaría mediada 

principalmente por la activación de macrófagos alternativamente activados.  

1.3 Antecedentes de vacunas contra F. hepatica. 

 

Lang y colaboradores (1967, 1972 y 1974) llevaron a cabo los primeros 

experimentos de inmunización homóloga en ratones a modo de determinar el 
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desarrollo de resistencia a la infección con F. hepatica mediante una infección 

primaria o una infección primaria y una secundaria seguida del desafío. 

Posteriormente los mismos autores utilizaron distintos modelos animales que 

incluían vacas, ratas y ratones,  todos ellos con distinta habilidad de adquirir la 

infección. Los resultados indicaron que en estos modelos había un elevado 

porcentaje de resistencia al desafío (ratas 77%, ratones 67% y vacas 56%). En 

cambio, cuando utilizaron conejos y ovejas, se observó mayor susceptibilidad a 

la infección,  con bajos niveles de resistencia a la re-infección (Lang y cols, 

1976 y 1977). 

Más adelante, los ensayos de vacunación llevados a cabo con metacercarias 

atenuadas por irradiación o drogas, extractos somáticos o PES de adulto 

demostraron la posibilidad de estimular el sistema inmune, a pesar de los 

niveles bajos de protección obtenidos. Por otro lado, se logró estimular 

inmunidad parcial en bovinos no expuestos a través de la transferencia de 

suero y/o células linfoides de animales infectados y además se lograron niveles 

significativos de protección utilizando PES de gusanos inmaduros en ratas y 

ratones (revisado en Haroun y Hillyer, 1986). 

En este contexto, y concretamente en ovinos, que presentan elevada 

susceptibilidad a la infección, se llevaron a cabo ensayos de infección 

homóloga primaria (Sinclair, 1962 y 1973, Boray, 1967; Rushton, 1977; Knight, 

1980; Sandeman y Howell, 1981), vacunación con metacercarias irradiadas 

(Boray, 1967; Armour et al, 1974; Campbell et al, 1978; Creaney et al, 1995), o 

con extractos del parásito ya sea somático (Ross, 1967) o PES de gusanos 

adultos (Sandeman et al, 1980). En ninguno de los casos se reportaron niveles 

significativos de protección.   
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A mediados de los 80´ se realizaron los primeros ensayos de vacunación que 

emplearon proteínas purificadas a partir de extractos parasitarios. Estas fueron 

las proteínas de unión a ácidos grasos o FABPs (por fatty acid binding protein,) 

reconocidas por su potencial protector luego de una serie de experimentos en 

los que un conjunto de antígenos de F. hepatica  se purificaron  a partir de la 

reacción cruzada con anticuerpos generados contra el trematodo Schistosoma 

mansoni. Una fracción purificada del inmunoprecipitado llamada Fh/Sm II fue 

capaz de reducir la carga parasitaria en un 78% en ratones y un 55% en 

terneros luego del desafío con metacercarias (Hillyer, 1985, Hillyer et al, 1987). 

El antígeno presente en la fracción Fh/Sm II se identificó como una proteína de 

12 KDa y se llamó Fh12. Utilizando un suero mono-específico anti-Fh12 se 

aisló de una librería de ADNc del parásito adulto una secuencia que predijo una 

proteína recombinante de 14.7 KDa (Fh15r). Tanto la fracción nativa (Fh12n) 

como la recombinante (Fh15r) fueron incluidas en ensayos de vacunación 

obteniéndose una reducción significativa de la carga parasitaria en conejos 

(40%) con la fracción nativa en un esquema de una inmunización y un refuerzo 

en la semana 4, mientras que con la fracción recombinante no hubo protección 

significativa (Muro et al, 1997). Al aumentar a 20 semanas el período entre la 

primera inmunización y el refuerzo se obtuvo una reducción de 76%  en el 

mismo modelo con Fh12n (Casanueva et al, 2001). Martínez-Fernández y cols. 

(2004) introdujeron un nuevo sistema de vacunación (sistema ADAD) utilizando 

primero la inmunización subcutánea con una micela que contiene Quillaja 

saponaria, un extracto hidroalcohólico de Polipodium leucotomos (Anaspos) 

emulsificado con el aceite no mineral Montadine (período de adaptación). En la 

segunda inmunización la micela contiene los mismos componentes y además 
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el antígeno nativo (Fh12n). Como resultado se obtuvieron reducciones 

significativas en los huevos recuperados en la vesícula biliar y heces (58.1% y 

40.3% respectivamente) y una reducción en la carga parasitaria en el hígado 

respecto del control (24.5%).  La Fh12n purificada a partir de adultos de F. 

hepatica, formulada con el sistema ADAD y un inmunomodulador indujo niveles 

altos de protección en ensayos experimentales con roedores, mientras que en 

ovinos se observó una marcada reducción de parásitos recuperados en la 

necropsia (43%), daño hepático y aumento de peso post-infección (López Abán 

et al, 2008).  

 

Otra de las moléculas candidatas a antígeno vaccinal es la Glutatión S-

transferasa (FhGST). Las FhGSTs son un grupo de isoenzimas involucradas en 

la detoxificación de una variedad de sustratos. Las FhGSTs fueron elegidas en 

base al potencial protector observado en animales de laboratorio con las GSTs 

de S. mansoni y S. japonicum. Los primeros ensayos que mostraron su 

potencial como antígeno vaccinal fueron llevados a cabo por Sexton y cols 

(1994). Luego se desarrollaron experimentos de inmunización múltiple en 

rumiantes con una fracción de GST nativa, que mostraron una reducción de la 

carga parasitaria de un 57% en ovinos y en bovinos de un 69%  (Spithill et al, 

1998). Por otro lado, se han llevado a cabo ensayos de vacunación utilizando 

una FhGST de la clase Sigma recombinante (FhGST-S1r) en cabras, que 

mostraron una reducción poco significativa en el número de gusanos 

recuperados en el hígado y menor daño hepático asociado a la fuerte 

infiltración de eosinófilos en el peritoneo y alrededor de los parásitos migrantes 

(Zafra et al, 2012). 
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Dentro del grupo de las enzimas antioxidantes estudiadas como antígenos 

vaccinales se encuentra la peroxiredoxina (FhPrx). La FhPrx clonada a partir 

del parásito es una enzima capaz de metabolizar el peróxido de hidrógeno 

previniendo el estrés celular (Sekiya et al, 2006). Su función en la infección 

estaría relacionado con la protección frente a las especies reactivas del 

oxígeno (EROs) provenientes de procesos metabólicos y en la defensa de los 

de las EROs liberados por las células efectoras del sistema inmune del 

huésped. También se ha reportado que la FhPrx secretada de F. hepatica 

induce la activación alternativa en macrófagos en el modelo murino, proceso 

íntimamente ligado a la inducción de la respuesta Th2 que permite que el 

parásito se establezca en el huésped (Donnelly et al, 2008). En un ensayo 

llevado a cabo en cabras con la forma recombinante formulada con Quil A no 

se obtuvo un porcentaje de protección significativo. Sin embargo, se observó 

menor daño hepático y reducción de la infiltración por células del sistema 

inmune (Mendes et al, 2010). 

 

Otra de las moléculas ensayadas  dentro de las enzimas antioxidantes ha sido  

la Tiorredoxina Glutatión Reductasa (FhTGR), enzima involucrada en la 

homeostasis redox del parásito. Producida en forma recombinante, la FhTGR 

indujo una disminución de casi el 100% en la carga parasitaria en conejos 

infectados experimentalmente (Maggioli et al, 2011b). Sin embargo, la 

inoculación en bovinos asociada a distintos adyuvantes, fue incapaz de generar 

niveles de protección significativos  (Maggioli et al, datos sin publicar). 
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Un tercer grupo de antígenos lo constituyen las proteasas asociadas al tubo 

digestivo del parásito. Las mismas cumplen funciones relevantes en la interface 

con el huésped dado que  asisten al parásito en sus requerimientos 

nutricionales, su tránsito a través del huésped y en la evasión del sistema 

inmune. (Tort et al, 1999).  

 

1.3.1 Rol de las enzimas proteolíticas de F. hepatica. 

Las enzimas proteolíticas se clasifican según la posición de los enlaces 

clivados en endopeptidasas y exopeptidasas. Las endopeptidasas cortan 

enlaces peptídicos internos de la proteína, en cambio las exopeptidasas actúan 

únicamente cerca de los extremos, liberando uno o más aminoácidos 

terminales tanto en el extremo amino terminal (aminopeptidasa, 

dipeptidilpeptidasa, tripeptidilpeptidasa) como en el extremo carboxilo terminal 

(carboxipeptidasa). Las exopepetidasas no pueden completar rápidamente la 

digestión de proteínas, actuando en fases tardías de su catabolismo. También 

participan en procesos de proteólisis limitada, por lo que se encuentran 

involucradas en la activación de proenzimas y prohormonas (Rawlings y 

Barrett, 1993). Las peptidasas también se pueden clasificar en varios grupos 

según su mecanismo catalítico y los aminoácidos involucrados en la reacción 

de hidrólisis: serín proteasas, cisteín proteasas, aspártil proteasas, 

metaloproteasas, treonín proteasas y glutamil proteasas (Rawlings et al, 2004). 

En los gusanos adultos de F. hepatica, las proteasas caracterizadas como 

cisteín proteasas se encuentran en mayor proporción (Smith et al, 1993; Dowd 

et al, 1994). Dos  proteasas  similares a la catepsina L, proteinasa lisosomal de 

vertebrados, son los componentes ampliamente mayoritarios en los PES de 
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adultos, denominándose catepsinas L1 y L2 (FhCatL1 y FhCatL2, 

respectivamente). En ensayos in vitro con JRDs, las FhCatL1 y FhCatL2 

bloquean la inmunotoxicidad mediada por anticuerpos (Carmona et al, 1993). 

Por otro lado, ambas catepsinas L son capaces de clivar inmunoglobulinas lo 

que sugiere un papel activo en mecanismos de evasión de la respuesta 

humoral (Berasain et al, 2000). También se ha postulado su participación en la 

degradación in vitro de colágeno, fibronectina y laminina, por lo que podrían 

estar involucradas en los procesos de degradación tisular que tienen lugar 

durante la invasión y migración (Berasain et al, 1997). Debido a que F. hepatica 

se alimenta fundamentalmente de sangre que obtiene a través de lesiones 

provocadas por el parásito en la pared de los canalículos biliares, se postula un 

efecto procoagulante de la FhCatL2 que impediría un sangrado excesivo de 

estas lesiones (Dowd et al, 1995). Las FhCatL1 y L2 nativas fueron incluidas en 

ensayos de vacunación en bovinos obteniéndose niveles de protección que 

llegaron al 69%. La inmunización con una mezcla de FhCatL1 y hemoglobina 

del parásito (Hb), generó una reducción de parásitos adultos del 52% (Dalton et 

al., 1996). En ovinos, la inmunización con FhCatL1 y FhCatL2 por separado 

mostró una reducción de la carga parasitaria del 33% y 34%, sin embargo, la 

inoculación de ambas proteasas en forma combinada generó una reducción del 

número de parásitos del 60% (Piacenza et al, 1999). 

La catepsina B (FhCatB) es la proteasa predominante en los PES de fase 

juvenil JRD (Wilson et al, 1998) pero ausente en los PES de adultos y parece 

tener un rol central en la penetración inicial de los tejidos del huésped, ya que 

en estudios de silenciamiento de los transcriptos de FhCatB se observó 

reducción en la capacidad de penetración y migración del parásito (McGonigle  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McGonigle%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18048044
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et al, 2008). Se considera que la FhCatB es un buen candidato a antígeno 

vaccinal o blanco para drogas antihelmínticas debido a que el bloqueo de su 

actividad reduciría la habilidad del juvenil de establecer la infección incluso 

antes de que el JRD inicie la migración hepática, evitando así su lesión. En 

este contexto, se ha realizado un ensayo de vacunación en ratas con FhCatB 

recombinante y FhCatL5, una proteasa menor secretada por los adultos, 

obteniéndose un porcentaje de protección del 83% en los animales inoculados 

con la combinación de ambas enzimas (Jayaraj et al, 2009). Más recientemente 

se ha ensayado una vacuna de ADN conteniendo la secuencia de FhCatB (Cat 

B2) fusionada con cuatro vectores de vacunas de ADN en el modelo murino. 

Los resultados mostraron que se induce una respuesta celular y humoral 

significativa, indicando que una vacuna basada en ADN sería factible contra F. 

hepatica (Jayaraj et al, 2012). 

Si bien las exopeptidasas de F. hepatica han recibido considerablemente 

menos atención, se ha identificado una exopeptidasa secretada, que sería 

capaz de continuar la digestión de proteínas del huésped iniciada por las 

endoproteasas. Se trata de la dipeptidil peptidasa (FhDPP), obtenida a partir de 

PES de adultos. Esta ha sido caracterizada como serín proteasa y se 

encuentra en diferentes estados del parásito. La DPP de F. hepatica presenta 

diferencias con las DPP de mamífero en cuanto a su comportamiento frente a 

sustratos e inhibidores (Carmona et al, 1994).  

Asimismo, a partir de un estudio de tamizaje de actividades de tipo 

aminopeptidasa por medio del uso de un amplio panel de sustratos 

fluorogénicos sintéticos, se aisló otra actividad exopeptidasa en los tejidos del 

adulto de F. hepatica. La caracterización de la proteína indicó que corresponde 
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a una leucina aminopeptidasa (LAP). Por métodos histoquímicos, se observó 

que la actividad de esta proteína se localizaba predominantemente en el 

epitelio del intestino y con menor intensidad a nivel del tegumento de la forma 

adulta (Acosta et al, 1998). 

 

1.3.2 La leucina aminopeptidasa de F. hepatica 

Uno de los candidatos a antígenos vaccinales ensayados y el que ha producido 

los mayores niveles de protección en ovinos, es la leucina aminopeptidasa de 

F. hepatica (FhLAP). Las LAPs como su nombre lo indica, tienen preferencia 

por residuos de leucina en el extremo amino terminal de las proteínas blanco. 

Secundariamente, son capaces de hidrolizar arginina, alanina, fenilalanina y 

prolina con eficiencia variable y la bestatina es su inhibidor específico (Taylor, 

1993). En concordancia con esta tendencia, FhLAP, tiene preferencia por 

residuos de leucina y en menor proporción de arginina. De acuerdo a la 

caracterización molecular de la enzima, la misma comparte los aspectos 

centrales de los miembros de la familia M17 de metalopeptidasas (Acosta et al, 

2008). En esta familia, se agrupan enzimas de estructura compleja que se 

presentan como hexámeros en procariotas, eucariotas inferiores, plantas y 

mamíferos. Los aminoácidos esenciales del sitio catalítico son dos residuos de 

lisina, tres residuos de ácido aspártico y un residuo de arginina. Se caracterizan 

por presentar protómeros bi-lobulados con un dominio C-terminal mayor al N-

terminal. Las subunidades se ensamblan con sus sitios activos cercanos al 

interior del hexámero. Cada subunidad posee dos sitios de unión no 

equivalentes al Zinc (Zn1 y Zn2). Ambos iones tienen roles en la unión al 

sustrato y la catálisis. El Zn2 está sumergido en el monómero de la LAP y se 
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intercambia lentamente, por el contrario el  Zn1 se encuentra más accesible y 

se intercambia de manera más rápida (Matsui et al, 2006). El metal se une a la 

enzima a través de los grupos carboxilo de las cadenas laterales de algunos 

residuos de ácido aspártico y ácido glutámico. Este arreglo estructural es 

imprescindible para que las enzimas sean completamente activas y se 

encuentra muy conservado por lo que se sugiere que se trata de un 

plegamiento generalizado para todos los miembros de la familia.  

Se cree que la función de esta enzima es la proteólisis inespecífica en la fase 

final post-proteosoma del catabolismo proteico. Si bien el rol de esta LAP aún 

no está establecido, es posible postular su participación en la degradación final 

de proteínas del huésped. De esta forma, se sugiere que pequeños 

polipéptidos o dipéptidos, producidos por la acción de otras proteasas serían 

hidrolizados a aminoácidos metabolizables por la acción de esta enzima 

(Acosta et al, 1998). De esta forma podrían ser absorbidos en el epitelio 

intestinal, ya que no se ha encontrado evidencia a nivel del transcriptoma de 

transportadores de pequeños péptidos en F. hepatica. 

Inicialmente, la FhLAP nativa fue incluida en estudios de inmunoprotección en 

ovinos. Cuando se inoculó sola o en combinación con la mezcla 

FhCatL1/FhCatL2, se obtuvieron reducciones en el número de gusanos en el 

hígado del 89% y 78%, respectivamente. En ambos casos el daño hepático 

provocado por los parásitos fue mínimo, de acuerdo a los niveles del marcador 

de daño γ-glutamil transferasa. Este resultado indica que las formulaciones 

utilizadas tienen un impacto negativo en el desarrollo de los estadios juveniles 

del parásito. Por otra parte, en ensayos de inhibición enzimática se observó 

una disminución de la actividad de la enzima al incubarla con anticuerpos IgG 
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provenientes de ovinos inmunizados, pero no de ovinos control (Piacenza et al, 

1999). Posteriormente, la enzima fue clonada y expresada en E. coli como 

proteína de fusión con la Tioredoxina de la bacteria (FhLAP-Trxr) con un peso 

molecular aparente estimado en 67,7 KDa. El estudio de su secuencia muestra 

que  está estrechamente relacionada con la LAP descripta para Schistosoma y 

alejada de los homólogos en mamíferos. Esta pobre similitud y la ausencia de 

sitios de glicosilación la posicionan como un buen antígeno vaccinal contra la 

fasciolosis (Acosta et al, 2008).  En función de estos antecedentes, nuestro 

laboratorio llevó a cabo un experimento de gran porte donde se comprobó la 

capacidad de la FhLAP-Trxr administrada con distintos adyuvantes en el 

modelo ovino, obteniéndose los niveles más elevados de protección hasta el 

momento (87% administrado con Al(OH)3, 83% con Adyuvante Completo 

/Incompleto de Freund ,74% con Adyuvac 50, 51% con DEAE-D y 50% con 

Ribi) (Maggioli et al, 2011b). El esquema de vacunación utilizado consistió en 

una inmunización en la semana 0, un refuerzo en la semana 4 y el desafío oral 

con 200 metacercarias en la semana 6. Utilizando Adyuvac 50 se obtuvieron 

niveles significativamente elevados de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr a partir de 

la cuarta semana, llegando a un máximo en la semana del desafío. Sin 

embargo, en el grupo Al(OH)3 los niveles de anticuerpos en esta semana son 

de un orden inferior a los obtenidos con Adyuvac 50. Sorprendentemente, los 

porcentajes de reducción parasitaria fueron mayores con Al(OH)3 que con 

Adyuvac 50. Al analizar los niveles de subclases IgG1 e IgG2 a lo largo de las 

semanas se observó una respuesta mixta, con una leve predominancia de IgG1 

sobre IgG2, lo que estaría indicando una respuesta Th2/Th1. Existe además, 

correlación inversa estadísticamente significativa entre los niveles de 
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anticuerpos grupos IgG total, IgG1 e IgG2 al momento de la infección y la carga 

parasitaria hepática post-mortem. 

En función de estos resultados la FhLAP-Trxr aparece como un inmunógeno 

capaz de generar importantes niveles de protección en ovinos y la colocan 

como la molécula con el mejor perfil de inmunoprotección obtenido en 

huéspedes naturales. Por este motivo, se procedió a realizar un segundo 

ensayo de vacunación utilizando una vacuna con el antígeno FhLAP-Trxr 

formulado con Al(OH)3 y Adyuvac 50 en dos esquemas de vacunación. El 

primer esquema tuvo como objetivo reproducir los resultados del ensayo 

anteriormente descrito y consistió en una inmunización en la semana 0, 

seguido de un refuerzo en la semana 4 y el desafío oral con metacercarias en 

la semana 6. El segundo esquema consistió en una inmunización, seguido de 

dos refuerzos, el primero en la semana 4 y el segundo en la semana 8 con el 

desafío en la semana 10. Su objetivo fue evaluar el impacto del segundo 

refuerzo sobre los niveles de anticuerpos (IgG total, IgG1 e IgG2) y  verificar su 

efecto sobre la carga parasitaria al final del ensayo.  

Los resultados preliminares obtenidos en cuanto a la carga parasitaria  

mostraron que el esquema de un refuerzo induce los mayores porcentajes de 

reducción de la carga parasitaria, mientras que el esquema de dos refuerzos no 

reduce de manera significativa los gusanos recuperados al final del ensayo 

respecto del control. 

El presente trabajo pretende llevar a cabo el análisis de la respuesta humoral 

anti-FhLAP-Trxr (IgG total, IgG1 e IgG2) desencadenada en este segundo 

ensayo con el antígeno FhLAP-Trxr en el modelo ovino. Se evaluará si existen 

diferencias significativas entre los grupos y si hay correlación entre los niveles 
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de anticuerpos anti-FhLAPr en la semana del desafío y la carga parasitaria. Por 

otro lado, se determinará si existe un patrón diferencial de reconocimiento 

tesidual de las IgG purificadas a partir de los sueros de los distintos grupos del 

ensayo sobre la forma juvenil del parásito utilizando técnicas de 

inmunohistoquímica. Finalmente, se determinará si las inmunoglobulinas 

presentes en los sueros de los grupos experimentales son capaces de inhibir la 

actividad FhLAPr in vitro. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1 Objetivos generales: 

 

Contribuir a la dilucidación de los mecanismos humorales desarrollados en 

respuesta a la inmunización con una leucina aminopeptidasa de F. hepatica 

recombinante formulada con dos adyuvantes aprobados para su uso en 

rumiantes en el Uruguay. 

 

2.2 Objetivos específicos: 

 

Se plantean como objetivos específicos: 

 

1. Evaluar la respuesta humoral en ovinos frente a dos formulaciones de 

una vacuna contra la fasciolosis en dos esquemas de vacunación 

utilizando el antígeno FhLAP-Trxr formulado con adyuvante salino 

Hidróxido de Aluminio (Al(OH)3) y el adyuvante oleoso Adyuvac 50 de 

Laboratorios Santa Elena-Uruguay. 

2. Detectar reactividad diferencial de las IgG purificadas a partir de pooles 

de sueros sobre los tejidos de la forma juvenil de F. hepatica. 

3. Evaluar la capacidad de los anticuerpos inducidos por la FhLAP-Trxr de 

bloquear la actividad de la enzima in vitro. 
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4.  MATERIALES Y MÉTODOS 
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Los experimentos se llevaron a cabo utilizando dos formas de la FhLAP 

recombinante. Para el análisis de la respuesta humoral desarrollada en el 

ensayo de vacunación se utilizó como antígeno sensibilizante el mismo 

antígeno utilizado en la inmunización, o sea, la  forma recombinante expresada 

como proteína de fusión a la Tiorredoxina (FhLAP-Trxr). Para los ensayos de 

Western blot, e inhibición in vitro de la actividad enzimática por los sueros de la 

semana del desafío se utilizó la forma recombinante sin proteína de fusión 

expresada en E. coli  BL21 utilizando el sistema de expresión  pET28-FhLAP, 

(Maggioli et al, datos sin publicar).En este caso la proteína recombinante 

purificada me fue entregada al inicio de este trabajo. 

3.1 Producción de (FhLAP-Trxr)  

 

3.1.1 Verificación de la integridad del sistema de expresión 

pThioHisC-FhLAP-Trx en E. coli Topo 10 

La FhLAP recombinante fue expresada como proteína de fusión con la Trx a 

partir del método descrito por Acosta et al. (2007). Se partió de una colonia E. 

coli Topo 10 recombinante, que contiene el sistema de expresión pThioHisC 

inducible por isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG), conteniendo la 

secuencia la secuencia correspondiente a FhLAP-Trxr (pThioHisC-FhLAP) y un 

gen de resistencia a la ampicilina. Se verificó la integridad del sistema 

pThioHisC-FhLAP mediante el plaqueo del stock de colonias recombinantes a 

37 ˚C toda la noche y luego se picaron colonias aisladas en 2 ml de LB/ 

Ampicilina (100 µg/ml) incubándolas por 3 hr a 37 ˚C. Se tomó 1 ml y se indujo 

con IPTG 1 mM durante 2 hr a 37 ˚C en agitación. Luego se centrifugó a 4000 

rpm y se conservó el pellet a 4 ˚C. Se verificó la inducción mediante una 
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electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil-sulfato de sodio (SDS-

PAGE) al 10% en condiciones reductoras (DTT 10 mM) (Figura 3).  

 

 

3.1.2 Expresión de FhLAP-Trxr 

Se cultivaron las bacterias de uno de los tubos con inducción positiva en placa 

a 37 ˚C toda la noche con medio LB-Agar y Ampicilina (100 µg/ ml). Se tomó 

una colonia aislada y se pre-cultivó en 50 ml de medio LB/ Amp a 37 ˚C durante 

toda la noche. Se inoculó el pre-cultivo en 450 ml de medio LB/Amp, y se 

incubó a 37 ˚C con agitación a 200 rpm hasta alcanzar una densidad óptica a 

600 nm (D.O600) de 0,8-1,0, se disminuyó la temperatura a 28 ˚C y se indujo 

con IPTG 1 mM.  La cosecha se realizó al día siguiente por centrifugación a 

Figura 3. Esquema de la verificación de la integridad del sistema de expresión 

pThioHisC-FhLAP en E. coli Topo 10. 
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6000 rpm durante 10 min  a 4 ˚C. El pellet obtenido se resuspendió en 50 ml de 

tampón Tris 0.05M, pH 8.5, NaCl 0.1M, 0.005 mM imidazol (tampón de lisis), y 

se sonicó durante 2 min a intervalos de 30 seg, con pulsos de 40% de poder en 

un Homogeinizador de Ultrasonido (Cole Parmer 4710). A continuación, se 

congeló rápidamente a -80 ˚C y se descongeló en baño a 37 ˚C. Luego de tres 

ciclos de congelado, descongelado y sonicado, se centrifugó a 13600 rpm por 

30 min a 4 ˚C, se descartó la fracción insoluble y la fracción soluble se 

conservó a 4 ˚C. 

 

3.1.3 Purificación de la proteína FhLAP-Trxr soluble 

El sobrenadante obtenido se purificó mediante cromatografía quelante 

utilizando una región rica en Histidinas en la proteína de fusión. La muestra se 

aplicó a una columna conteniendo una resina quelante (Chelating Sepharose 

Fast Flow, Life Sciences General Electric Healthcare) cargada con Ni(SO4)2, 

según las recomendaciones del fabricante y equilibrada con el tampón de lisis. 

Para esto, se utilizó un sistema en régimen continuo. El material no retenido se 

lavó con el tampón de lisis por 2 hr y la elución se realizó con concentraciones 

escalonadas de imidazol (20 y 50 mM). El material obtenido se colectó en 

fracciones de 1,5 ml que fueron analizados por electroforesis en gel de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El stock de 

FhLAP-Trxr purificado se almacenó a -20 ˚C hasta su utilización. 

3.1.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida en 

condicionesdesnaturalizantes (SDS-PAGE) 

El seguimiento de la purificación de FhLAP-Trxr se analizó a través de una 

electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. La 
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electroforesis de las distintas fracciones eluidas de la columna de 

cromatografía se llevó a cabo utilizando un método discontinuo conformado por 

la unión de dos geles de poliacrilamida: uno de separación de proteínas (Tris-

HCl 1.5  M pH 8,8, bis-acrilamida 12,5%)  y otro de concentración de proteínas 

(Tris-HCl 0.5 M pH 6,8, bis-acrilamida 5,0%) conteniendo los pocillos donde se 

siembran las muestras. Se tomaron 15 µl de cada fracción eluida en buffer de 

muestra (Tris-HCl 0,025 M, pH 6,8, SDS 10%, Azul de bromofenol 0,1% y 

Glicerol 1%). La separación se llevó a cabo durante aproximadamente 90 min a 

voltaje máximo y amperaje constante de 25 mA en un equipo de electroforesis 

(ATTO, Japón). Se utilizó como referencia el marcador de peso molecular que 

contiene: miosina (200 kDa), β-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa b (97 kDa), 

fructosa-6-fosfatasa (84 kDa), seroalbúmina (66 kDa), piruvato kinasa (58 kDa), 

glutamato deshidrogenasa (55 kDa), ovoalbúmina (45 kDa), gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (36 kDa), anhidrasa carbónica (29 kDa), tripsinógeno 

(24 kDa), inhibidor de tripsina (20 kDa), -lactoalbúmina (14.2 kDa) y aprotinina 

(6.5 kDa) (Sigma). El peso molecular aparente esperado para la forma 

monomérica de la proteína de fusión corresponde a 67,7 KDa, donde 56,4 KDa 

corresponden a FhLAPr y 11.3 KDa a la Trx. 

La tinción de las proteínas separadas se realizó con Coomassie Brilliant Blue 

(CBBR R-250) (Sigma) al 0,05% en solución de metanol: ácido acético: agua 

en proporción 473: 57: 520. Luego de la tinción se procedió a la decoloración 

del gel por incubación del mismo en una solución decolorante de metanol: 

ácido acético: agua en partes iguales. 
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3.1.5 Determinación de la concentración de proteínas 

La concentración de proteínas se determinó con el método colorimétrico del 

ácido bicinquinónico (BCA Protein Assay Kit, Pearce) a una Densidad Óptica 

de 562 nm en microplacas usando albúmina sérica bovina como estándar. 

Previo a la cuantificación, se procedió a dializar la muestra conteniendo FhLAP-

Trxr debido a los efectos de interferencia del imidazol en la absorción de la luz 

a 562 nm. 

3.2 Ensayo de inmunización 

En una etapa previa al presente trabajo, se dispuso de 48 corderos de raza 

Corridale de un año de edad provenientes de un área libre de F. hepatica. Los 

corderos  se identificaron individualmente con caravana y se demostró la 

ausencia de exposición previa a la infección a través del análisis 

coproparasitario y del estudio serológico empleando PES de adultos como 

antígeno de acuerdo al protocolo usado habitualmente en nuestro laboratorio 

(Maggioli et al, 2011). Los animales se dividieron en 8 grupos de 6 individuos 

cada uno y fueron mantenidos libremente en pastoreo sobre campo natural y 

con un suministro artificial de agua, por lo cual se descartó la presencia del 

caracol L. viatrix. Se llevaron a cabo dos esquemas de inmunización de FhLAP-

Trxr con dos adyuvantes: Adyuvac 50 (Laboratorios Santa Elena) y (Al(OH)3) 

(Sigma). El primer esquema de vacunación consistió en una inmunización, 

seguida de un refuerzo en la semana 4 y el desafío en la semana 6. El segundo 

esquema consistió en una inmunización seguida de dos refuerzos; el primero 

en la semana 4 y el segundo en la semana 8 (Figura 4). En todos los casos la 

inmunización y refuerzo se llevó a cabo con 100 µg/ml de FhLAP-Trxr utilizando 

Adyuvac 50 y Al(OH)3. Los respectivos controles recibieron el mismo esquema 
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de inmunización y desafío, pero sin el antígeno. El desafío se realizó con 200 

metacercarias suministradas vía oral utilizando una pistola dosificadora. 

 

 

 

3.3 Análisis de la respuesta humoral.  

3.3.1 IgG total 

La respuesta humoral desarrollada por los animales inmunizados con las 

distintas preparaciones se evaluó mediante la técnica de ELISA (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay, por Ensayo por inmunoabsorción ligado a 

enzimas) según el protocolo que se describe a continuación. Las placas 

poliestireno de 96 pocillos (Nunc,  Dinamarca) se sensibilizaron con la solución 

de FhLAP-Trxr purificada (4 µg/ml) en PBS incubando 100 µl/pocillo de dicha 

solución toda la noche a 4˚C. Luego se utilizó una solución de albúmina sérica 

bovina (BSA) (Sigma) al 1% en PBS (200 µl/pocillo) para bloquear los  posibles 

sitios de unión inespecífica sobre el poliestireno, incubando durante 3 hr a 

temperatura ambiente. Las placas se lavaron 3 veces con PBS-Tween 20 

0.05%. Las diferentes muestras se diluyeron en BSA al 0,1% en PBS y se 

incubaron 1 hr a 37 ˚C en cámara húmeda y se lavaron como se describió 

anteriormente. A continuación, se agregó el anticuerpo anti-IgG de oveja 

Figura 4. Esquemas de vacunación utilizado con las formulaciones FhLAP-Trxr utilizando 

Al(OH)3 y Adyuvac 50. 
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conjugado a peroxidasa (dilución 1:10000, Sigma, en una solución de BSA 

0,1% en PBS). Se incubó 1 hr a 37 ˚C en cámara húmeda y se repitió la etapa 

de lavado. El agregado de una solución conteniendo H2O2 (0,012%) como 

sustrato y o-fenilendiamina (OPD) (0,34 mg/ml) como cromógeno (100 

µl/pocillo), evidenció la reacción antígeno-anticuerpo. El desarrollo de color se 

detuvo a los 15 min con el agregado de HCl 1 M (50 µl/ pocillo) y se midió la 

Densidad Óptica a 492 nm (D.O492) en un lector Lab Systems Multskan MS. La 

cuantificación de los anticuerpos específicos se realizó comparando un pool de 

sueros positivos (pool estándar), obtenido de la mezcla de volúmenes iguales 

de sueros de la semana 5 del esquema de inmunización de un refuerzo, más 5 

y 9 del esquema de inmunización de 2 refuerzos de las ovejas inmunizadas. A 

este pool estándar se le asignó un título de anticuerpos específicos en 

unidades arbitrarias (UA). En cada placa se incluyeron diluciones apropiadas 

del pool a los efectos de construir una curva de calibración. A partir de las 

D.O492 y las U.A del pool estándar se estimó la mejor recta por mínimos 

cuadrados (D.O492 vs. U.A); las U.A para cada muestra analizada se calculan 

interpolando el promedio de las absorbancias obtenidas de cada muestra y 

multiplicando por el factor de dilución. Las UA se definieron de forma tal que al 

pool estándar sin diluir le corresponden 6000 UA. 

3.3.2 Subclases IgG1 e IgG2. 

La producción de IgG1 e IgG2 anti- FhLAPr de las distintas semanas fue 

evaluado utilizando un anticuerpo monoclonal anti-IgG1 y anti-IgG2 de oveja 

producida en ratón gentileza del Dr. Richard Kennedy de la Universidad de 

Sídney (Beh, 1987). Al igual que para IgG total, las placas fueron sensibilizadas 

con 4 µg/ml de una solución de FhLAP-Trxr y bloqueadas con BSA 1% en PBS. 
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Luego que las muestras fueron incubadas a 37 ˚C durante 1 hr y se lavaran 3 

veces con PBS-Tween 20 0,05%, el siguiente paso consistió en la incubación 

del sobrenadante del cultivo de hibridomas que producen anticuerpos 

monoclonales anti-IgG1 o anti-IgG2 de ovejas (1:500) a 4 ˚C toda la noche. 

Luego de lavar las placas como se describió anteriormente, se incubaron a 37 

˚C por 1 hr con el anticuerpo anti-IgG de ratón conjugado a peroxidasa (Sigma) 

(1:10000). La reacción se evidenció a través de la incubación con H2O2/OPD 

como se describió para IgG total. 

3.3.3 Métodos estadísticos. 

Se determinó la media aritmética de la carga parasitaria y de los valores de las 

U.A tanto de los grupos inmunizados como sus respectivos controles negativos. 

El porcentaje de protección se calculó como [(u-v)/u] x 100, donde u es la 

media de la carga parasitaria del grupo control negativo y v es la media de la 

carga parasitaria del grupo experimental. Las diferencias entre los grupos 

experimentales y sus controles se analizaron a través del análisis de la media 

de cada grupo y fueron evaluadas por un método paramétrico de análisis de la 

varianza (one way ANOVA, SPSS 20 para Windows) seguido de la prueba de 

C-Dunett. Cualquier diferencia fue considerada significativa cuando los valores 

de p fueron iguales o menores a 0.05. Para evaluar la correlación entre la 

inversa del título de anticuerpos y la carga parasitaria se realizaron dos 

pruebas no paramétricas: la prueba de correlación de Spearman y la prueba de 

correlación de Kendall. 
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3.4 Inmunoreactividad en la semana del desafío de los sueros 

del ensayo sobre una FhLAPr 

3.4.1 Western blot 

A modo de verificar si hay reconocimiento por parte de los sueros del ensayo 

de inmunización de la proteína recombinante FhLAPr obtenida más 

recientemente en nuestro laboratorio se realizó un Western blot utilizando la 

FhLAPr y pooles de sueros de la semana del desafío de todos los grupos de 

experimentación y suero pre-inmune según el método que se describe a 

continuación.  Se realizó una SDS-PAGE al 10% de FhLAPr en stock (10.6 

mg/ml) y continuación, se realizó una transferencia semi-seca a una membrana 

de Inmobilon PVDF de 0,2 µm (Millipore). Se incubó la membrana con metanol 

100% por algunos segundos, luego se sumergió en agua destilada para retirar 

el exceso de metanol y finalmente se equilibró con el buffer Tris base 25 mM, 

Glicina 192 mM, Metanol 20%v/v pH 8,3 (buffer de transferencia). La 

transferencia se realizó durante 1 hr a 1,0 mA/cm2 en un equipo de 

transferencia (ATTO, Japón). Se tiñó la membrana con colorante Fast Green 

(Sigma) durante 30 segundos a modo de verificar la transferencia. Se destiño el 

colorante con agua y se bloquearon los sitios inespecíficos de la membrana 

con la solución de bloqueo (PBS 10 mM pH 7,3, Tween-20 1%, leche 

descremada 1%) durante 1 hr a 37 ºC en agitación suave. La membrana se 

lavó 3 veces durante 5 min con solución de lavado PBS-T (PBS 10 mM pH 7.3, 

Tween-20 0,1%) y se incubó con una dilución los distintos pooles de sueros del 

ensayo de inmunización correspondientes a la semana del desafío. Los sueros 

fueron diluidos en PBS-T (1:1500) y se incubaron durante toda la noche a 4 °C. 

Se prosiguió con otra serie de 3 lavados durante 5 min con PBS-T 0,1% y a 
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continuación se incubó con el anticuerpo anti-IgG de oveja conjugado a 

peroxidasa (Sigma, dilución 1:3000) diluido en PBS-T 0,1% durante 3 hr a 

temperatura ambiente. Una última serie de 3 lavados durante 5 min con PBS-T 

0,1% dio paso a la incubación con la solución de revelado compuesta por 10 ml 

de Buffer Trietanolamina, 2 ml de 4-cloro, 1-naftol (Sigma) en metanol 2,8 mM y 

15 µl de peróxido de hidrógeno 30%. 

3.5 Inmunoreactividad sobre extractos proteicos de distintos 

estadios de F. hepatica 
 

A modo de observar si existe reconocimiento diferencial por parte de un pool de 

sueros del grupo donde se obtuvo mayor protección de los extractos proteicos 

de juveniles y adultos de F. hepatica se realizó un Western blot a partir del 

método que se describe a continuación. Se realizó una SDS-PAGE al 12,5% en 

condiciones no reductoras de 15 µl de un stock de extracto proteico de adulto 

(concentración inicial 109 mg/ml), 15 µl de un stock de extracto proteico de 

juveniles (1,06 mg/ml), 10 µl del stock de FhLAPr (10,6 mg/ml) y 15 µl de BSA 

concentración final 20 mg/ml. A continuación, se realizó una transferencia semi-

seca a una membrana de Inmobilon PVDF de 0,2 µm (Millipore) según el 

método descrito anteriormente para el Western blot. Una vez bloqueados los 

sitios de unión inespecífica se realizó la incubación con una dilución en PBS-T 

1.1500 durante 1 hr a temperatura ambiente y en agitación suave.  Se realizó 

una serie de 3 lavados durante 5 min con PBS-T 0,1% y a continuación se 

incubó con el anticuerpo anti-IgG de oveja conjugado a peroxidasa  dilución 

1:3000 diluido en PBS-T 0,1% durante 3 hr a temperatura ambiente. Se lavó 3 

veces durante 5 min con PBS-T 0,1%. Finalmente, se reveló con una solución 
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conteniendo DAB al 50% con H2O2 al 2% en PBS pH 7,4 y la reacción se 

detuvo con varios lavados de agua destilada. 

 

3.5.1 Desenquiste de las metacercarias 

Se utilizaron metacercarias F. hepatica adquiridas de la Dirección de 

Laboratorios Veterinarios Miguel C. Rubino (DI.LA.VE). Se separaron 

aproximadamente 1000 metacercarias sobre un filtro con una malla de 74 µm 

(Costar, Netwell) montado sobre una placa de cultivo celular (NUNC, 

Dinamarca) se lavaron con abundante agua destilada para retirar la mayor 

parte de las impurezas. El desenquiste se basó en el protocolo modificado de 

Rinaldi et al. (2006). En primer lugar, las metacercarias se trataron con una 

solución de hipoclorito al 10% durante 5 min a temperatura ambiente, con el fin 

de eliminar la cubierta externa. Se hizo el seguimiento del proceso a través de 

la lupa estereoscópica hasta que se observó el borde traslúcido y los 

primordios del aparato digestivo. Se lavó con abundante agua destilada para 

retirar cualquier residuo de la solución de hipoclorito. A continuación, se agregó 

aproximadamente 5 ml de una solución HCl 50mM con L-Cisteína 1% (Sigma) 

y una  solución NaHCO3, pH 8, 120 mM y NaCl 140 mM con Taurocolato  al 2% 

(Sigma) Todas las soluciones se utilizaron a una temperatura de 38,5 ˚C. La 

mezcla fue filtrada en un filtro de 0,22 µm sobre el filtro de 74 µm conteniendo 

las metacercarias y se incubó entre 1-2 hr a 38,5 ˚C. A continuación, se 

traspasaron los JRDs que atravesaron el filtro de 100 µm a un medio de cultivo 

RPMI-1640 (Sigma). 
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3.5.2 Cultivo de JDRs 

Una vez desenquistados, entre 500 y 700 JDRs fueron mantenidos en cultivo 

durante 48 hr. Los juveniles eclosionados se colocan en un pocillo de placas de 

cultivo con un medio RPMI-1640 enriquecido con lactalbúmina (1 mg/ml), 

glucosa (1mg/ml), hipoxantina 1 mM, serotonina 1 mM, insulina (8 mg/ml), 

hidrocortisona (1mg/ml), T3 (0.2 mM), gentamicina 25 mg/ml y anfotericina 2 

µmg/ml en una atmósfera de CO2 a 37 ˚C (Rinaldi et al, 2006). El medio se 

renovó cada 12 hr con RPMI-1640.  

 

3.6 Inmunofluorescencia.  

 

A modo de detectar comprobar la reactividad de los sueros provenientes de los 

animales del ensayo en los tejidos de los JRDs se utilizó un pool de sueros de 

la semana de desafío del grupo Adyuvac 50, un refuerzo que desarrolló los 

mayores niveles de protección, empleando el pool de sueros de semana 0 del 

mismo grupo como control negativo. Para ello se ensayaron dos métodos de 

fijación de tejido. 

3.6.1. Cortes finos de JRDs. 

Los JRDs fueron fijados al sumergirlos en un bloque conteniendo O.C.T 

(Shandon-Cryomatrix, Thermo Scientific) y fueron enfriados rápidamente a -80 

˚C. Se realizaron cortes finos de 5 µm por medio de criostato (Sakura-

Coldtome). Los cortes se colocaron sobre un portaobjeto previamente 

silanizado (Kniitel-Starfrost). 

Las láminas conteniendo los cortes finos de JDRs se bloquearon con una 

solución de bloqueo (suero de caballo decomplementado (Sigma) 0,5%, y BSA 
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(Sigma) 1% en PBS). Las láminas se lavaron durante 5 min, 3 veces con PBS y 

se incubaron toda la noche a 4 ˚C con una dilución 1:1000 de un pool de suero 

policlonal en una solución diluyente (suero de caballo decomplementado 0,1% 

y BSA 0,1% en PBS) en cámara húmeda. A continuación, se realizaron 3 

lavados con PBS, de 5 min para luego realizar la incubación durante 1 hr a 37 

˚C del anticuerpo anti-IgG de oveja acoplado a Isociantato de Fluoresceína 

(FITC) (Sigma) en una dilución 1:2000 en solución diluyente. Luego las láminas 

se lavaron con PBS durante 5 min, 3 veces y se montaron con glicerol al 60% 

en PBS. Los parásitos se observaron empleando un microscopio de 

fluorescencia NIKON ELCIPSE 80I. Se utilizaron como controles negativos una 

lámina conteniendo los JRDs sin ningún tratamiento, una lámina de control del 

conjugado FITC y una lámina conteniendo a los JDRs incubados con suero 

pre-inmune del mismo grupo. 

 

3.6.2. JRDs enteros previamente fijados con Paraformaldehído. 

Entre 20 y 30 JDRs cultivados por 48 hr se colocaron en un tubo conteniendo 

paraformaldheído 4% toda la noche. A continuación, se lavaron con PBS 

durante 10 min y se incubaron por 4 hr a 4 ˚C en una solución de bloqueo y 

permeabilización conteniendo suero de caballo decomplementado 0,1%, BSA 

0,1% y Triton 100X (Sigma) 0,5%. El lavado se realizó con PBS durante 10 min 

y se incubaron con el anticuerpo anti-IgG de oveja conjugado a FITC (1:2000) 

toda la noche a 4 ˚C. A continuación, se lavaron con abundante PBS y se 

colocaron sobre un portaobjeto en el menor volumen de PBS posible. Se 

realizó el montaje con glicerol al 60% y se observaron en el microscopio 

referido. 
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A modo de verificar si los JRDs sin ningún tipo de tratamiento de fijación  

mostraban autofluorescencia, los JRDs con 1 hr. post-desenquiste y colocados 

sobre un portaobjetos en PBS se observaron en el microscopio de 

fluorescencia NIKON ELCIPSE 80I. Asimismo, con el mismo objetivo, los JRDs 

vivos con 2 hr de cultivados y en PBS se visualizaron en un microscopio 

invertido de fluorescencia NIKON ELCIPSE Ti. 

 

3.7 Inmunohistoquímica. 

 

Se llevó a cabo el ensayo de inmunohistoquímica como método alternativo al 

de inmunofluorescencia sobre los JRDs enteros con 1 hr de cultivados. Los 

JRDs se colocaron sobre un portaobjetos previamente silanizado y se fijaron 

con el flameo de la llama de mechero y a continuación con el tratamiento de 

acetona a -20 ˚C por 20 min.  

Para determinar presencia de actividad peroxidasa endógena en los JRDs 

fijados en acetona, éstos se sometieron al sustrato peroxidasa DAB 60% con 

peróxido de hidrógeno 3% en PBS aproximadamente por 5 min observándose 

la reacción a través de microscopía de campo claro. 

3.71 Determinación de la inmunoreactividad de los sueros con 

distinto grado de protección. 

 

Los JRDs fijados en acetona se lavaron con abundante PBS y se sometieron al 

bloqueo de sitios de unión inespecíficos de las inmunoglobulinas con BSA 1% 

en PBS. A continuación se redujo la actividad peroxidasa endógena presente 
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en el tejido mediante la incubación de una solución de metanol 10% con 

peróxido de hidrógeno 3% aproximadamente por 10 min. Posteriormente, se 

realizó la incubación por 1 hr a 37 ˚C en cámara húmeda de una dilución 

1:1000 de IgGs purificadas (ver más abajo) provenientes de un pool de sueros 

de la semana 6 de ovejas inmunizadas con FhLAP-Trxr en Adyuvac 50 con el 

agregado de Cloruro de Sodio (NaCl) 0,9% para disminuir la unión de IgGs de 

menor afinidad. Se lavaron las láminas con una solución de PBS-Tween 20 

0.05% durante 5 min por 3 veces y a continuación se llevó a cabo la incubación 

del anticuerpo anti-IgG de oveja conjugado a peroxidasa (Sigma) (1:1000 en 

PBS), durante 1 hr a 37 ˚C La reacción antígeno-anticuerpo se evidenció 

mediante el agregado del sustrato peroxidasa DAB 60% en PBS, pH 7,4 con el 

agregado de peróxido de hidrógeno 3% durante 5 min. La reacción se siguió 

mediante microscopía de campo claro. A continuación, se lavaron 3 veces las 

láminas con PBS-Tween 0,05% durante 5 min y se realizó una contra-tinción 

con hematoxilina durante 10 seg. Se lavó con agua destilada durante 10 min y  

se deshidrató con porcentajes crecientes de etanol (70%, 75%, 80%, 90%; por 

1 min cada uno y 95% durante 2 min). Finalmente, se sumergió brevemente en 

xilol y se montó la lámina con Bálsamo de Canadá (Bio Pack). Las láminas se 

observaron en campo claro en un microscopio Nikon 80I. 

3.8 Purificación de IgGs de suero policlonal anti-FhLAPr. 

Se purificaron las IgGs a partir de pooles de sueros correspondientes a las 

semanas 0 y 6 (desafío) del grupo Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo  a 

modo de verificar su reactividad sobre los tejidos de los JRDs. 
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3.8.1 Delipidación de sueros 

Con el fin de retirar los lípidos de los pooles de sueros se tomó 0.5 ml de cada 

uno de los pooles estudiados, se le agregó 25 µL de sulfato dextrano (Sigma) y 

se agitó suavemente durante 10 min. Luego se agregó 45 µL de CaCl2 y se 

agitó nuevamente durante 10 min. Se centrifugó a 9200g por 20 min. y se 

descartó el pellet. El sobrenadante fue filtrado a través de un filtro de 0,22 µm. 

3.8.2 Purificación de IgGs mediante cromatografía de afinidad con 

proteína G. 

Para la purificación de las IgGs del suero policlonal anti-FhLAP-Trxr de ovejas 

se realizó una cromatografía de afinidad utilizando proteína G (Hitrap Protein G, 

Sigma). La columna se equilibró con aproximadamente 5 volúmenes de tampón 

Glicina 0,1 M, pH 8,2. Luego se aplicó la muestra, previamente delipidada por 

la columna en un régimen de flujo constante. A continuación, se lavó la 

columna con aproximadamente 4 volúmenes de tampón de equilibrio y se 

procedió a la elución de las IgGs. Para ello se utilizó un gradiente de pH de 

tampón Glicina 0.1 M con Azida de Sodio pH 2,5 y 2,7, respectivamente. El 

eluido se tomó en fracciones de 1 ml sobre un tampón Tris-HCl 1 M. 

3.8.3 Seguimiento de la purificación de IgGs 

La purificación de las IgGs fue seguida mediante la determinación de la 

Densidad Óptica a 280 nm (D.O280) de las distintas fracciones purificadas y 

electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% conteniendo SDS en condiciones 

reductoras (5 mM de DTT) y no reductoras. La determinación de la cantidad de 

proteínas se llevó a cabo a través del método del ácido bicinquinónico (BCA 

Pierce, Kit Assay). 
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3.9 Determinación de la inhibición de la actividad enzimática de 

FhLAPr in vitro por sueros del ensayo de inmunización 
 

Se realizó un ensayo fluorogénico in vitro para investigar los efectos de  los 

sueros del ensayo de vacunación sobre la actividad de FhLAPr. Para ello se 

llevó a cabo la incubación de FhLAPr con MnCl2 y el sustrato de Leucina 

acoplado comercialmente al fluoróforo amino metil cumarina (Leu-AMC) en 

tampón de glicina (0,1 M, pH 8,3). 

Un total de 50 µL de FhLAPr (10,6 mg/mL) se pre-incubó con 4 µL de MnCl2 (1 

mM) durante 10 min a temperatura ambiente para su pre-activación. Luego se 

tomaron distintas alícuotas de 100 µL de la mezcla y se incubaron a 37 ˚C por 

30 min con una serie de diluciones seriadas de pooles de sueros de cada uno 

de los grupos inmunizados con FhLAP-Trxr obtenidos en las semanas 0 y las 

correspondientes al desafío (6 o 10 según el caso). A continuación, se agregó 1 

µL del sustrato Leu-AMC (10 mM), se incubó la mezcla por 1 hr y se midió la 

liberación de AMC en un espectro fluorímetro FLUOStar OPTIMA (BMG 

Labtech) a una longitud de onda de excitación de 360 nm y de emisión 460 nm. 

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.  
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4. RESULTADOS 



55 
 

4.1.1  Integridad del sistema de expresión pThioHisC en E coli. 

Dado que se partió de una colonia recombinante E. coli Topo 10 en stock, se 

verificó la integridad del sistema de expresión de células transformadas previo 

al cultivo de las mismas. Las tres colonias que se ensayaron expresaron una 

proteína prominente a la altura de los 67 KDa cuando se realizó la inducción 

con IPTG 1 mM. La misma corresponde al peso molecular aparente esperado 

para la proteína de fusión FhLAP-Trxr (Figura 5) 

 

4.1.2  Purificación de FhLAPr 

Se realizó el seguimiento de la purificación de FhLAP-Trxr por cromatografía 

quelante a través de una electroforesis en gel de poliacrilamida al 12.5 % en 

condiciones no reductoras. La figura 6 muestra el perfil de migración de las 

proteínas eluidas en los escalones de 20 mM (a) y 50 mM (b) de Imidazol  La 

banda correspondiente a FhLAP-Trxr monomérica se observa a la altura de los 

66 KDa. En la figura 6a se muestra que la elución de la proteína de fusión se 

da al final del gradiente de 20 mM y en menor proporción al inicio del gradiente 

de 50 mM (Figura 6b). En la figura 6 también podemos observar que la 

proteína no se resuelve como una única banda en la electroforesis indicando 

que podría existir contaminación con proteínas del sistema de expresión de E. 

coli o  se estarían produciendo versiones truncadas de la proteína 

recombinante. Las bandas de mayor peso molecular también podrían 

corresponder a asociaciones de la forma monomérica de FhLAPr.  



56 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.1.3 Rendimiento de la purificación de FhLAP-Trxr 

Se realizó un pool de las fracciones que mostraron la banda a la altura de los 

67 KDa, se dializó el pool contra el tampón de lisis sin imidazol y se cuantificó 

las proteínas por el método de ácido bicinquinónico. El rendimiento de la 

cromatografía quelante con la resina Chelating Sepharose Fast Flow fue de 

2.99 mg/ml de proteína a partir de 500 ml de medio de cultivo. 

Figura 6. Seguimiento de la purificación de la FhLAP recombinante de F. hepatica a 

través de SDS-PAGE al 12.5% a) Purificación de las distintas fracciones en el escalón de 

Imidazol 20 mM.   b) Purificación de las distintas fracciones en el escalón de Imidazol de 

50mM. Con la flecha se indica la banda que correspondería a FhLAP-Trxr (67,7 KDa). 

Figura 5. Verificación de la integridad del sistema de inducción del plásmido   

pThioHisC-FhLAP-Trx en las colonias recombinantes E. coli Topo 10. Las 3 colonias 

ensayadas mostraron inducción positiva  (I) respecto del control sin inducir (SI). La 

flecha indica la banda a la altura de la proteína FhLAP-Trxr. 
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4.1.4. Resultados de la necropsia del ensayo vaccinal 

Los porcentajes de protección obtenidos para los grupos experimentales son 

los que se muestran en la Tabla 1. Se observa que el mayor porcentaje de 

protección se da para el esquema de vacunación de 1 refuerzo en el grupo 

Adyuvac 50 (75,1%), siguiéndole el grupo Al(OH)3 1 refuerzo (54,9%), en 

ambos grupos se observa una reducción significativa de parásitos respecto del 

control (Figura 7). Sorpresivamente, el esquema de inmunización con 2 

refuerzos tuvo una performance deficiente en cuanto al número de gusanos 

recuperados en la necropsia, obteniéndose para el grupo Adyuvac 50  un 

porcentaje del 20,1% y para el grupo Al(OH)3 un porcentaje de 6,10%.  

 

Figura 7.  Gráfico comparativo de las cantidades de parásitos recuperados al final 

del ensayo en los distintos grupos experimentales y controles. El asterisco indica 

diferencias significativas (p < 0,05). 
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4.2 Análisis de la respuesta de anticuerpos anti FhLAP-Trxr. 

4.2.1 IgG total 

En todos los grupos inoculados con FhLAP-Trxr se observó un aumento 

significativo en los niveles de anticuerpos  anti-FhLAP-Trxr respecto de los 

controles a partir de la cuarta semana post inmunización.  

Grupos Adyuvac 50 

El nivel máximo de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr se alcanza en la  semana del 

desafío tanto para el esquema de un refuerzo (semana 6)  como el de dos 

refuerzos (semana 10). Para el esquema de un refuerzo se observa que los 

niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr a partir de la semana 6 descienden de 

manera significativa y se mantienen dentro de un rango aproximadamente 

constante hasta el final del ensayo (Figura 8). El esquema de dos refuerzos 

tuvo un comportamiento similar al esquema de un refuerzo hasta la semana 8 

* 
* 

Tabla 1. Porcentajes de protección obtenidos en el ensayo de inmunización con 

FhLAP-Trxr formulada con Adyuvac 50 y Al(OH)3 en los esquemas de uno y dos 

refuerzos. 



59 
 

observándose un segundo pico en la semana 10, en el momento del desafío 

con metacercarias.  

 

 

Grupos Al(OH)3 

 

Para el esquema de un refuerzo la respuesta IgG muestra un comportamiento 

similar al obtenido con Adyuvac 50, donde el máximo nivel de anticuerpos anti-

FhLAP-Trxr se registra en la semana de desafío en semana 6, a partir de la 

cual comienza a descender y se mantiene en niveles bajos aproximadamente 

constantes hasta el final del ensayo. Para el esquema de dos refuerzos se 

observa que los niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr son significativamente 

mayores a los del esquema de un refuerzo alcanzando un máximo en la 

Figura 8. Niveles de anticuerpos IgG total anti-FhLAP-Trxr desarrollados en los 

esquemas de 1 y 2 refuerzos con Adyuvac 50. Los asteriscos indican las semanas de 

inmunización con FhLAP-Trxr y las flechas indican las semanas de desafío para 

ambos esquemas. 
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semana de desafío (semana 10). Estos niveles son los más elevados y se 

mantienen hasta el final del ensayo (Figura 9). 

 

 

 

 

Para el esquema de un refuerzo, los niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr 

alcanzados son similares tanto para el  grupo Adyuvac 50 como los de Al(OH)3. 

Asimismo, la cinética de la respuesta fue similar con ambos adyuvantes. En 

cambio,  para el esquema de dos refuerzos la cinética de respuesta no fue la 

misma  y los niveles alcanzados con Al(OH)3 son significativamente mayores a 

los obtenidos con Adyuvac 50, a partir de la semana 8 (Figura 10).   

Figura 9. Niveles de anticuerpos IgG total anti-FhLAP-Trxr desarrollados en los 

esquemas de 1 y 2 refuerzos con Al(OH)3. Los asteriscos indican las semanas de 

inmunización con FhLAP-Trxr y las flechas indican las semanas de desafío para 

ambos esquemas. 
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4.2.2 Correlación entre IgG total y parásitos   

 

Se observó que en los grupos que recibieron el esquema de un refuerzo hubo 

una reducción significativa de la carga parasitaria respecto del grupo control. Al 

analizar la correlación de los niveles de anticuerpos anti-FhLAPr IgG totales 

presentes en los sueros  y los parásitos recuperados en la necropsia a través 

del coeficiente ρ de Spearman y τ-b de Kendall se observó una correlación 

negativa significativa entre las U.A correspondientes a la semana 6 del 

esquema de un refuerzo y los gusanos recuperados en el momento de la 

necropsia (Figura 11). Sin embargo, cuando se analiza la semana 10 del 

desafío para el esquema de dos refuerzos no se observa correlación entre 

ambas variables (Figura 12). 

 

 

Figura 10. Comparación  entre los niveles de IgG total de los esquemas de 1 y 2 refuerzos. 

Unidades Arbitrarias 
Unidades Arbitrarias 

Semana Semana 
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Figura 11. Correlación del nivel de anticuerpos en la semana 6 y el número de parásitos recuperados 

en la necropsia. A) IgG total vs. Parásitos. B) IgG1 vs. Parásitos. C) IgG2 vs. Parásitos. 

Figura 12. Correlación del nivel de anticuerpos en la semana 10  y el número de parásitos recuperados 

en la necropsia. A) IgG total vs. Parásitos. B) IgG1 vs. Parásitos. C) IgG2 vs. Parásitos. 
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4.2.3 Análisis de la Varianza entre los grupos de IgG total 

La diferencia en el nivel de los anticuerpos anti-FhLAP-Trxr entre los distintos 

grupos en la semana de desafío (semana 6 para el esquema de un refuerzo y 

semana 10 para el esquema de dos refuerzos) fue evaluada a través del 

Análisis de la Varianza en un solo paso. Para poder llevar a cabo este tipo de 

análisis los datos deben ser independientes, normalmente distribuidos y deben 

presentar homocedasticidad. Los datos obtenidos fallan en éste último 

requisito, por lo que el Análisis de la Varianza debe ser seguido del test C-

Dunett. A partir de los mismos, se observa en la semana del desafío tanto para 

el esquema de 1 refuerzo, como de 2 refuerzos una diferencia significativa en 

los niveles de IgG entre los grupos experimentales y los grupos control, pero no 

se observan diferencias significativas entre los grupos experimentales. 

4.3 Subclases IgG1 e IgG2  

Para el esquema de 1 refuerzo (Figura 13) se observa que la subclase 

predominante es el IgG1 y que esta alcanza su máximo en la semana 6, 

comenzando a disminuir lentamente en las semanas posteriores a la infección. 

A su vez, el nivel de IgG2 es el más bajo en el momento del desafío. Para el 

esquema de dos refuerzos (Figura 14) se observaron dos comportamientos 

diferentes en los grupos Adyuvac 50 y Al(OH)3. Para el grupo Adyuvac 50 la 

subclase IgG2 es ligeramente predominante, alcanzando su máximo en la 

semana 8, a partir de la cual comienza a disminuir progresivamente en las 

semanas posteriores al desafío. Por otro lado, los niveles de IgG1 para el 

mismo grupo se mantienen significativamente bajos. Para el grupo Al(OH)3 se 

observa que el máximo nivel de anticuerpos IgG1 se da en la semana 6, 

manteniéndose hasta el momento del desafío en la semana 10. Los niveles de 

IgG1 son significativamente inferiores a los de IgG2 y su máximo se alcanza en 
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la semana 6, a partir de la cual comienzan a disminuir, volviendo a aumentar 

dos semanas post-infección. 

 

 Figura 13. Niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2 desarrollados a lo largo de las semanas a) 

Formulación FhLAP-Trxr administrada con Adjuvac 50 en el esquema de 1 refuerzo. b) 

Formulación FhLAP-Trxr administrada con Adjuvac 50 en el esquema de 2 refuerzos. 
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A través de los tests no paramétricos de Spearman y Kendal se observó que 

existe correlación negativa entre el nivel de anticuerpos IgG1 e IgG2 anti-

Figura 14.  Niveles de anticuerpos IgG1 e IgG2 desarrollados a lo largo de las semanas 

a) Formulación FhLAP-Trxr administrada con Al(OH)3 en el esquema de 1 refuerzo. b) 

Formulación FhLAP-Trxr administrada con Al(OH)3 en el esquema de 2 refuerzos. 
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FhLAP-Trxr correspondiente a la semana 6 de los grupos que recibieron el  

esquema de un refuerzo y la cantidad de gusanos recuperados al final del 

ensayo (Figura 11). Se observa correlación negativa significativa entre los 

parásitos recuperados e IgG1 en la semana 10 los grupos de dos refuerzos, no 

asi para IgG2 (Figura 12). 

4.3.2  Análisis de la Varianza en los niveles de IgG1 e IgG2 entre los 

grupos 

El Análisis de la Varianza entre los grupos indica que existen diferencias 

significativas entre los grupos experimetales y los grupos control. Para la 

subclase IgG1 existen diferencias significativas entre los niveles de anticuerpos 

en los grupos Adyuvac 50 y Al(OH)3 en la semana del desafío, pero no hay 

diferencias significativas en la semana del desafío de los grupos 

experimentales que recibieron el esquema de dos refuerzos. Al analizar la 

subclase IgG2, se observa en la semana de desafío que no hay diferencias 

estadísticamente significativas para los grupos experimentales que recibieron el 

esquema de un refuerzo, en cambio existen diferencias significativas en la 

semana del desafío para los grupos que recinieron dos refuerzos.  

 

4.3 Inmunoreactividad de los sueros al momento del desfío  

4.3.1 Western blot  

A modo de verificar si existe reconocimiento diferencial de los sueros de 

inmunización sobre una FhLAP recombinante sin la proteína de fusión Trx 

(FhLAPr) se realizó una SDS-PAGE de la proteína FhLAPr purificada a partir 

de una cromatografía de afinidad y se realizó la transferencia semi-seca a una 

membrana de PDVF. Luego del bloqueo de los sitios de unión inespecíficos y 
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se incubó con diluciones de los distintos sueros del ensayo y finalmente con el 

conjugado peroxidasa. El revelado de la reacción antígeno-anticuerpo con el 

sustrato 4-cloro, 1 naftol mostró que existe un patrón de reconocimiento 

diferencial de la FhLAPr por parte de los pooles de sueros de animales que 

recibieron el antígeno FhLAPr-Trxr administrado con Al(OH)3 y Adyuvac 50. 

Esta diferencia viene dada en la intensidad de las bandas observadas a la 

altura de FhLAPr (56 kDa) y la cantidad de bandas reconocidas por los sueros 

de los grupos Adyuvac 50 respecto de los grupos Al(OH)3 (Figura 15). 

 

Figura 15. Western blot. Reconocimiento 

de FhLAPr por parte de los distintos 

sueros generados en el ensayo de 

inmunización. 1) Pool de suero de semana 

6 de animales inmunizados con FhLAP-

Trxr administrado con Al(OH)3 en el 

esquema de un refuerzo. 2) Pool de suero 

de semana 6 de animales inmunizados con 

FhLAP-Trxr administrado con Adyuvac 50 

en el esquema de un refuerzo. 3) Pool de 

suero de semana 8 de animales 

inmunizados con FhLAP-Trxr administrado 

con Al(OH)3 en el esquema de dos 

refuerzos. 4) Pool de suero de semana 8 

de animales inmunizados con FhLAP-Trxr 

administrado con Adyuvac 50 en el 

esquema de dos refuerzos. 5) Control con 

el pool de sueros pre-inmune de oveja.  



68 
 

4.5 Reactividad de sueros anti-FhLAPr frente a juveniles 

recientemente desenquistados. 

Con el objetivo de determinar la existencia de inmunoreactividad en los sueros 

de los animales vacunados sobre la FhLAP presente en extractos parasitarios 

se realizó una separación electroforética SDS-PAGE  de los componentes del 

extracto somático de adultos y JRDS (Figura 16). A continuación,  se realizó la 

transferencia a una membrada de PVDF y se incubó con una dilución de los 

distintos pooles de sueros. El revelado de la reacción antígeno-anticuerpo con 

el sustrato DAB mostró que los sueros de ambos grupos inmunizados en el 

esquema de un refuerzo reconocen entre otras, una banda a la altura de la 

FhLAP en el extracto adulto pero no en el juvenil. Llamativamente, el pool de 

sueros del grupo Al(OH)3 en el esquema de dos refuerzos no reconoce la 

FhLAPr. El pool de suero pre-inmune del grupo Adyuvac 50 no reconoce la 

banda correspondiente a la FhLAPr y tampoco reconoce ninguna banda a la 

altura de FhLAP en el extracto somático del adulto. En ningún caso se observa 

reactividad contra el extracto proteico de la forma juvenil o BSA. 
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4.5.1 Cortes finos de JRD 

A modo de identificar si los anticuerpos anti-FhLAPr generados en el ensayo de 

inmunización reconocen de manera diferencial las estructuras de los JRDs 

respecto al suero pre-inmune, se realizó un ensayo de inmunofluorescencia 

utilizando cortes de 5 µm de tejido de JRDs embebidos en O.C.T. Para ello se 

incubaron los cortes con suero policlonal anti-FhLAPr y por otro lado como 

control negativo se incubaron láminas con suero pre-inmune y luego con el 

conjugado FITC, otra solamente con el conjugado FITC y además se 

Figura 16.  Western blot de extractos de F. hepatica.  En el panel A se incubó con un 

pool de sueros de ovejas inmunizadas con FhLAP-Trxr en Adyuvac 50 en el esquema 

de un refuerzo. En el carril 1 se observa reacción con FhLAPr, en el carril 2 se 

observa reacción a la altura de de la banda correspondiente a FhLAP nativa  entre 

otras bandas de distinto peso molecular. No se observa reacción en los carriles 3 

(JRD)  y 4 (BSA) correspondientes al extracto proteico de JRD y el control negativo 

con BSA. En el panel B se incubó con un pool de sueros de ovejas inmunizadas con 

FhLAPr con Al(OH)3. No se observa reacción significativa con FhLAPr (carril 1), pero 

si se observa reacción a la altura de la banda de FhLAP nativa en el carril 2 . Al igual 

que en el anterior, no se observa reacción con el extracto proteico de JRD ni BSA, 

carriles 3 y 4, respectivamente. En el panel C se incubó con un pool de suero pre-

inmune de ovejas como control. No se observa reacción en ninguno de los carriles, 

excepto en el correspondiente al extracto proteico de adulto (carril 3) donde se 

observa reactividad inespecífica.  
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visualizaron láminas sin ningún tratamiento. Sorprendentemente, las láminas 

que no habían recibido ningún tratamiento revelaron intensa auto-fluorescencia 

(Figura 17). Adicionalmente, el control del conjugado FITC y el control con el 

suero pre-inmune desarrollaron al igual que los anteriores una  intensa emisión. 

En la lámina correspondiente a la incubación con el suero experimental anti-

FhLAPr no se pudo distinguir reactividad diferencial dado la intensa 

fluorescencia emitida (no se muestra).  

 

 

 

4.5.2 JRDs fijados con Paraformaldheído  

Los controles negativos de las láminas conteniendo a los JRDs enteros fijadas 

con paraformaldehído, bloqueadas e incubadas con el suero pre-inmune, al 

igual que las láminas de control del conjugado FITC, desarrollaron un intenso 

perfil de auto-flurescencia. No se observaron diferencias significativas en la 

A   B   C   D 

Figura 17. Perfil de auto-fluorescencia de cortes finos de JRDs sin tratamiento. A) 

Excitación a 450-490 nm, Emisión a 515 nm B) Excitación 515-560 nm, Emisión a 590 

nm C) Excitación a 340-380 nm, Emisión a 425 nm. En todos los canales se observa 

intensa emisión de luz. La imágenes fueron tomadas en el microscopio Nikon 80I en el 

aumento 40x. 
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intensidad de fluorescencia cuando los JRDs fueron incubados con los pooles 

de sueros de animales inmunizados (Figura 18).  

 

 

 

Para determinar si la auto-fluorescencia se vincula al proceso de fijación de los 

JRD, se procedió a realizar un control donde se utilizaron los JRD sin ningún 

tipo de tratamiento. Para ello se colocaron JRDs libres de solución de cultivo 

sobre un portaobjetos en una gota de buffer salino se lo cubrió con un 

cubreobjetos y se visualizó en el microscopio de fluorescencia. En la Figura 19  

se muestra que los JRD sin ningún tratamiento de fijación presentan emisión de 

luz a diferentes longitudes de onda de excitación. 

 

 

Figura 18. Perfil de autofluorescencia de los JRDs fijados con paraformaldehído 4%. A) 

Excitación 450-490, Emisión 515 nm B) Excitación 515-560 nm, Emisión 590 nm C) 

Excitación 340-380 nm, Emisión 425 nm. Al igual que en los cortes finos, el JRD entero 

fijado con acetona emite luz a distintas longitudes de onda. Las imágenes fueron 

tomadas en el microscopio Nikon Eclipse 80I en el aumento 40x. 
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Adicionalmente, se sometió a los JDRs vivos con 1 hr de cultivados en buffer 

salino a la excitación de la luz ultravioleta. Las imágenes que se obtuvieron 

muestran que el juvenil in vitro no presenta un perfil de auto-fluorescencia 

(Figura 20). 

 

 

Figura  19. Imagen de JRD sin tratamiento. Los JRDs si ningún tratamiento desarrollan 

un perfil más tenue de auto-fluorescencia. A) Imagen en campo claro. B) Excitación a 

450-490 nm. Emisión a 515 nm. C) Excitación a 515- 560 nm, Emisión a 590 nm. C) 

Excitación a 340-380 nm, Emisión a 425 nm. La imágenes fueron tomadas en el 

microscopio de fluorescencia NIKON ECLIPSE 80i en el aumento 40x. 

C    D 

 A    B 
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4.4 Purificación de Inmunoglobulinas de pool de sueros de animales 

inmunizados con FhLAPr  

Las inmunoglobulinas del suero pre-inmune y suero pre-desafío de la semana 6 

correspondiente al esquema de un refuerzo se purificaron por cromatografía de 

afinidad con proteína G. En la figura 21 se muestra el gráfico correspondiente 

al seguimiento de la purificación a través de la medición de la Densidad Óptica 

a 280 nm (D.O280). Se observa que un pico de IgGs del suero pre-inmune 

eluyendo a un volumen de 11 ml de solución de elución, mientras que las del 

suero pre-desafío eluyen a un volumen de 10 ml y en menor concentración. A 

modo de evaluar si las distintas fracciones corresponden efectivamente a las 

IgG purificadas se realizó una electroforesis SDS-PAGE 10% en condiciones 

reductoras y no reductoras. En las figuras 22A y 22C se observa que las 

inmunoglobulinas en condiciones no reductoras se encuentran entre los 150 y 

250 KDa. El peso molecular aparente esperado para la molécula completa de 

IgG de oveja es de aproximadamente 160 KDa (Herrera et al, 2005). Además, 

las mismas se encuentran en un grado alto de pureza. En el carril 

Figura 20. Imagen de JRDs vivos. A) Imagen de Microscopia en campo claro de JRDs 

con 1 hora de desenquistados. B) Imagen de los JRD visualizados con microscopia de 

fluorescencia (Excitación a 450-490 nm. Emisión a 515 nm). Las imágenes fueron 

tomadas con un microscopio invertido de fluorescencia con cámara monocromática 

Nikon Eclipse Ti en el aumento 40x. 
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correspondiente a la fracción no retenida de la columna se observa que la 

banda a la altura de los 60 KDa corresponde a la albúmina, la proteína 

predominante del suero. En condiciones reductoras (Figuras 22B y 22C) se 

observa que las inmunoglobulinas corren en dos bandas que corresponden a 

dos cadenas pesadas (aproximadamente 53 KDa) y dos cadenas livianas (23-

25 KDa, respectivamente). La concentración final de las IgG purificadas a partir 

del suero pre-inmune fue de 1,8 mg/ml y a partir del suero pre-desafío fue de 

1,1 mg/ml. 

 

 

 

 

Figura  21.  Cromatograma de elución de las IgG purificadas a partir del pool de sueros 

pre-inmunes y suero pre-desafío del grupo que mostró mayores niveles de protección 

(Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo). Se utilizó un gradiente de pH para la 

elución de las IgG de la columna de Hi-Trap proteína G. Se observa que la mayor 

fracción de las IgG purificadas eluyen al final del gradiente de 2,5 e inicio del 2,7. 
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Figura  22. Seguimiento de purificación de IgG mediante SDS-PAGE al 10% de distintas fracciones de 

la cromatografía con proteína G A) Suero pre-inmune. B) Suero pre-inmune con DTT (5 mM). C) Suero 

pre-desafío grupo Adyuvac 50 un refuerzo. D) Suero pre-desafío grupo Adyuvac 50 un refuerzo con 

DTT (5mM). 
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4.6 Inmunohistoquimica 

A partir de las limitantes en la visualización de reactividad de los sueros del 

ensayo sobre los tejidos de los JRDs con la técnica de inmunofluorescencia, se 

llevó a cabo la técnica de inmunohistoquímica sobre los tejidos del JRD. Se 

observó que los mismos fijados con el flameo de mechero y acetona presentan 

actividad peroxidasa endógena intensa cuando fueron sometidos al sustrato 

peroxidasa DAB (Figura 23). 

 

 

 

 

 

 

A modo de disminuir la actividad peroxidasa endógena, las láminas 

conteniendo los JRDs enteros se sometieron al tratamiento con una solución 

metanol/H2O2 previo a la incubación con las diluciones de los sueros. Lo que 

resultó en una disminución significativa de la reactividad basal (Figuras 24 y 

25).  

 

 

Figura 23. Actividad peroxidasa endógena de JRDs. Los preparados de JRDs fueron 

sometidos al sustrato DAB 50%/ H2O2 5% por aproximadamente 5 minutos hasta la 

visualización de la reacción. Se observa que los JRDs fijados con acetona a -20˚C 

presentan intensa actividad peroxidasa endógena. Las imágenes fueron tomadas en 

un microscopio NIKON ECLIPSE 80i en los aumentos 10x, 20x y 40x. 
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Cuando los JRDs se incubaron con IgGs purificadas a partir de un pool de 

sueros provenientes del grupo de mayor protección (FhLAP-Trxr administrada 

con Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo), se observó una reactividad 

diferencial respecto del control con  IgG purificada a partir del pool de sueros 

pre-inmunes (Figura 24). La reactividad se observa principalmente en la zona 

anterior del parásito rodeando la zona de la ventosa oral. 

 

 

 

 

 

Para descartar que esta reactividad se debiera a la unión inespecífica del 

conjugado peroxidasa anti-IgG de oveja sobre los tejidos del JRD fijado, se 

realizó un control donde se incubaron JRDs con el tratamiento de reducción de 

la actividad peroxidasa endógena descrito anteriormente y se incubó con una 

dilución 1:1000 del conjugado a peroxidasa y se reveló la reacción con 

DAB/H2O2. En el ensayo no se observó unión inespecífica significativa del 

conjugado peroxidasa a la dilución de trabajo (Figura 25). 

Figura 24: a) Imágenes de inmunohistoquímica con anti-IgG de oveja conjugado a 

peroxidasa llevado a cabo en JRDs fijados en acetona. Se  observa el JRD incubado 

con el suero control pre-inmune. b) Se observa al  JRD incubado con el suero pre-

desafío. c) Esquema de estructuras observadas en la forma adulta de F. hepatica. 

Las imágenes fueron tomadas en un microscopio NIKON ECLIPSE 80i en los 

aumentos 10x, 20x y 40x. 

 

a 

b 

c 
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4.7 Determinación de la inhibición de actividad enzimática de 

FhLAPr sueros de inmunización. 

A modo de identificar si los pooles de sueros de oveja correspondientes a la 

semana 0 (suero pre-inmune) y semana de desafío (semana 6 para los grupos 

que recibieron el esquema de un refuerzo y semana 10 para los grupos que 

recibieron el esquema de dos refuerzos) tienen un efecto sobre la actividad de 

FhLAPr in vitro, se realizó un ensayo de actividad proteolítica empleando el 

substrato fluorogénico Leu-AMC, incubando la enzima pre-activada con MnCl2 

con pooles de sueros de los distintos grupos del ensayo. 

No se observó disminución significativa para ninguno de los grupos estudiados, 

si bien se observó una leve reducción en la capacidad de clivar el sustrato en 

los grupos que recibieron el esquema de un refuerzo, respecto del control 

Figura 25. Control del anticuerpo peroxidasa anti-IgG de oveja conjugado a 

peroxidasa en la dilución 1:1000. Los tejidos fueron previamente tratados con una 

solución con metanol al 10% y H2O2 al 5% por 10 minutos para reducir la actividad 

peroxidasa endógena. Se incubó el conjugado durante 1 hr a 37˚C. Luego de 3 

lavados con PBS durante 5 minutos cada vez, se agregó el sustrato DAB 50% con 

H2O2 3%. No se observa actividad peroxidasa significativa sobre los tejidos del JRD 

incubados solamente con el anticuerpo anti-IgG de oveja conjugado a peroxidasa. 

Las imágenes fueron tomadas en un microscopio NIKON ECLIPSE 80I en los 

aumentos 10x, 20x y 40x. 
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positivo con FhLAPr sin suero. A su vez, no se observaron diferencias entre el 

control positivo y el suero pre-inmune (Figura 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26. Ensayo de inhibición de la actividad de FhLAPr incubada con pooles de sueros 

correspondientes a la semana de desafío de los grupos que recibieron el antígeno con 

las distintas preparaciones de adyuvantes y esquemas de vacunación. A su vez,  se 

incubó FhLAPr con suero pre-inmune y su inhibidor específico,  bestatina como control. 
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5. DISCUSIÓN 
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El desarrollo de una vacuna eficaz contra la infección causada por F. hepatica 

en rumiantes surgió como una de las alternativas de control del parásito, 

incluso antes de la aparición de la resistencia a las drogas utilizadas para su 

tratamiento. A las ventajas inherentes al estímulo del sistema inmune, se 

agrega en este caso, la eliminación del uso de fármacos cuya presencia ha 

sido cuestionada por grupos de consumidores (Jhonstone, 2000). Desde la 

identificación de las FABPs en la década de los 80 hasta el momento se han 

identificado una variedad de antígenos con capacidad de producir una 

respuesta protectora en distintos huéspedes experimentales y naturales. Uno 

de los antígenos con mejor perfil protector demostrado en rumiantes es la 

FhLAP (Piacenza, 1999; Acosta, 2008). Las LAPs han sido asociadas a  

procesos vitales en el ciclo de vida de otros parásitos, por ejemplo en  S. 

mansoni se ha reportado que el silenciamiento de los transcriptos de SmLAP 

bloquea la eclosión de sus huevos (Rinaldi, et al, 2009). En F. hepatica se ha 

postulado que su rol estaría asociado al catabolismo de péptidos en las etapas 

finales de la digestión de proteínas del hospedero luego del ataque de 

endopeptidasas inespecíficas con las FhCat1 y FhCat2. La FhLAP ha sido 

expresada en su forma recombinante como proteína de fusión con la Trx de E. 

coli en este procariota y más recientemente se ha obtenido en nuestro 

laboratorio la FhLAPr sin la proteína de fusión asociada. A partir del éxito inicial 

obtenido en la vacunación con la FhLAP nativa, la forma recombinante 

fusionada con Trx fue evaluada en un ensayo en ovinos en combinación con 

diversos adyuvantes, algunos de uso comercial, siguiendo un esquema de 

inmunización, refuerzo en semana la 4 e infección en semana 6. Los hallazgos 

en la necropsia confirmaron un alto nivel protector en los grupos que recibieron 
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FhLAP-Trxr en combinación con adyuvante de Freund, Adyuvac 50 y Al(OH)3 

(Maggioli et al, 2011). A partir de estos resultados se desarrolló un segundo 

ensayo en ovinos con FhLAP-Trxr en combinación con estos dos últimos 

adyuvantes que se encuentran aprobados para su uso veterinario en Uruguay, 

buscando determinar el potencial protector de un esquema basado en dos 

refuerzos comparándolo con el esquema original. El recuento de los gusanos 

en el hígado mostró que los niveles de protección inducidos en los grupos 

inmunizados con dos refuerzos fueron francamente menores que los obtenidos 

con el protocolo de refuerzo único (75,1% vs 20,1% en el caso de Adyuvac 50 y 

54,9% vs 6,10% en el grupo de Al(OH)3). A su vez, la performance protectora 

del grupo vacunado con FhLAP-Trxr en combinación con Al(OH)3 fue 

notoriamente menor a la obtenida en el ensayo previo (83% vs 54,9%). Estas 

diferencias nos motivaron a estudiar la respuesta específica anti-FhLAP-Trxr de 

tipo IgG total y subclases con la finalidad de detectar cambios que pudieran 

explicar los resultados parasitológicos y echar luz sobre los mecanismos 

asociados a la destrucción del parásito.  

A partir de la respuesta humoral anti-FhLAP-Trxr desarrollada por los animales 

del ensayo se observó que existe una diferencia significativa en los niveles de 

anticuerpos anti-FhLAPr-Trxr entre los grupos experimentales y los grupos 

control. Asimismo, se observó que los controles no desarrollaron una respuesta 

anti-FhLAP-Trxr significativa en ningún momento del ensayo, lo que refuerza la 

idea de que FhLAP es un antígeno escondido. El nivel de protección obtenido 

para el esquema de un refuerzo fue similar a los resultados obtenidos en el 

ensayo llevado a cabo previamente en el mismo huésped por Maggioli y cols 

(2011). Al igual que en el estudio del 2011, se obtuvo un máximo en el nivel de 
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IgG total anti-FhLAP-Trxr en la semana 6 (semana de desafío con la forma 

infectante) para el esquema de un refuerzo, comenzando a decaer en las 

semanas siguientes. Con Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo se 

obtuvieron niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr ligeramente mayores que los 

obtenidos con Al(OH)3 que en el esquema de un refuerzo. En cambio en el 

esquema de dos refuerzos, donde se obtuvieron los menores porcentajes de 

protección, los niveles obtenidos con Al(OH)3 fueron significativamente 

mayores a partir de la cuarta semana del ensayo, lo que indicaría que el 

incremento de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr no está necesariamente ligado a la 

protección. Asimismo, la cinética de respuesta en los grupos que recibieron el 

esquema de dos refuerzos fue distinta. Con Adyuvac 50 se obtuvo una 

respuesta similar a la mostrada en el esquema de un refuerzo con un ligero 

aumento en los niveles de anticuerpos en la semana 8.  Con el adyuvante 

Al(OH)3 los niveles de anticuerpos fueron crecientes a partir de la semana 4 del 

ensayo llegando a su pico entre la semana 8 y 10. Existe una correlación 

significativamente negativa entre los gusanos recuperados al final del ensayo y 

el nivel de anticuerpos IgG total de la semana del desafío para el esquema de 

un refuerzo. Sin embargo, no se observa esta misma correlación para el 

esquema de dos refuerzos.  

Respecto a las subclases IgG1 e IgG2 en el presente al igual que en el ensayo 

anterior se obtuvo una respuesta mixta con una ligera predominancia de IgG1 

respecto a IgG2 a partir de la semana de desafío para el esquema de un 

refuerzo. Este perfil de respuesta de anticuerpos vino acompañada de una 

menor recolección de parásitos en la necropsia respecto al control.  
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Para  el esquema de dos refuerzos con Adyuvac 50 la subclase predominante 

luego del primer refuerzo fue IgG2 hasta la semana del desafío a partir de la 

cual se observa una respuesta mixta IgG2/IgG1 y a lo largo de las semanas se 

observan bajos niveles de la subclase IgG1. Por otro lado, para la formulación 

del antígeno FhLAP-Trxr y Al(OH)3 se observa una respuesta mixta Th2/Th1, 

con predominancia de IgG2 luego de la infección. Para éste último grupo, los 

niveles de anticuerpos fueron acompañados del menor porcentaje de reducción 

de la carga parasitaria.  

Existe una correlación significativamente negativa entre IgG1 en la semana del 

desafío (tanto para el esquema de un refuerzo como el de dos refuerzos) y los 

parásitos recuperados en la necropsia, lo que podría estar indicando que la 

respuesta protectora de la formulación de la vacuna estaría asociada a una 

respuesta Th2. Sin embargo, existe evidencia que indica que las respuestas 

protectoras vienen acompañadas de la  polarización hacia una respuesta Th1, 

por lo que los mecanismos involucrados en el control de la infección por parte 

de las formulaciones administradas son de mayor complejidad y la evaluación 

de la respuesta humoral no sería suficiente para explicar como el huésped 

clarifica la infección. Una de las metodologías que podrían dar una pista es la 

determinación del nivel de las citoquinas expresadas por las células de los 

ganglios mesentéricos cercanos al hígado. 

En este contexto, se observó que en los grupos experimentales existe 

reconocimiento de la FhLAP recombinante sin la proteína de fusión asociada a 

través del ensayo de Western blot, dado que esta forma recombinante es 

similar a la forma nativa, podemos inferir que los anticuerpos anti-FhLAP-Trxr 

generados con la inmunización reconocerían la forma nativa en el parásito. 



85 
 

Asimismo, se pudo visualizar que si bien el reconocimiento es similar entre los 

grupos Al(OH)3 por un lado, los grupos Adyuvac 50 mostraron mayor 

reconocimiento de bandas y mayor intensidad, respecto a los grupos Al(OH)3. 

Se sabe, por medio de espectrometría de masa, que la gran mayoría de las 

bandas observadas corresponden a FhLAP. 

A continuación, se estudió por medio de inmunoblot el patrón de reactividad de 

extractos de la forma adulta y de la forma juvenil del parásito empleando pooles 

de los sueros del grupo de mayor y menor protección (Adyuvac 50 en el 

esquema de un refuerzo y Al(OH)3 en el esquema de dos refuerzos, 

respectivamente) a modo de identificar si existía reactividad frente a los mismo. 

Los resultados que se obtuvieron indican que los sueros de los grupos 

experimentales reconocen una banda a la altura del monómero de FhLAP 

nativa (56 KDa) en el extracto proteico del adulto y no se observa incubando 

con el suero pre-inmune. Por otro lado, no hay reconocimiento por parte de los 

pooles de sueros de los componentes del extracto proteico de los JRDs. Es 

postulable que esta negatividad pueda deberse a la baja concentración de 

proteínas del extracto, ya que la expresión de ARNm de la FhLAP ha sido 

demostrada en JRDs (Acosta, 2008). 

Otros de los aspectos a tener en cuenta en el desarrollo de una vacuna, 

además del antígeno elegido es el adyuvante seleccionado para la formulación, 

ya que depende de éste en gran medida el tipo de respuesta inmune 

desarrollada por el huésped. La formulación de una vacuna que sea capaz de 

desencadenar una respuesta efectiva contra F. hepatica tiene diversos 

componentes: en primer lugar se tiene al huésped y la respuesta inmune 

desarrollada frente a la infección con el parásito y la susceptibilidad que 
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presenta ante la infección y reinfección, luego se tiene al antígeno que será 

responsable por la producción de anticuerpos específicos contra una actividad 

fundamental para el parásito que permitirá limitar el desarrollo de su ciclo de 

vida. Finalmente, tenemos el tipo de respuesta inmune que debe desarrollar el 

huésped para que la vacuna proporcione protección frente al invasor. En este 

sentido el adyuvante elegido, el sitio de inoculación y el esquema de 

vacunación tienen un rol fundamental en el diseño de la vacuna (Hecker et al, 

2012). Los adyuvantes pueden ser distintas moléculas en las que se pueden 

incluir las sales minerales como el hidróxido de aluminio o fosfato de aluminio 

utilizados ampliamente en vacunas para uso humano y veterinario. Sin 

embargo, son poco útiles en varias ocasiones, ya que son débiles en 

desencadenar una respuesta celular. Sorprendentemente, muy poco se sabe 

sobre los mecanismos moleculares operativos asociados al potencial 

adyuvante en éstos compuestos. Las emulsiones también tienen capacidad 

adyuvante, en esta categoría encontramos el Adyuvante Completo e 

Incompleto de Freund, Montanide, Lipovant y Adyuvac 50. Se trata de 

emulsiones de aceite en agua o de agua en aceite que incluyen algún producto 

bacteriano. Su mecanismo de acción es generar un depósito en el sitio de 

inyección donde el antígeno está disponible por un largo período para que sea 

captado por las células de la inmunidad innata. La mayoría, posee la 

desventaja de causar una fuerte reacción inflamatoria, por lo que su utilización 

se restringe al uso veterinario (revisado en Morris et al, 1999). En el presente 

estudio, el adyuvante Adyuvac 50 de Laboratorios Santa Elena junto al 

antígeno FhLAP-Trxr utilizado en el esquema de un refuerzo mostró los 

mejores resultados en cuanto a protección. 
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Dado que la evidencia apunta a que la protección se verifica sobre los estadios 

invasivos tempranos del parasito, nos planteamos determinar la reactividad de 

los sueros vacunados sobre los tejidos de los JRDs. Uno de los objetivos 

planteados en este estudio fue la determinación del reconocimiento diferencial 

entre un suero de inmunización anti-FhLAP-Trxr, respecto al suero pre-inmune 

mediante microscopia de fluorescencia. Los JRDs demostraron poseer una 

fuerte auto-fluorescencia luego del proceso que incluyó el corte por crióstato y 

la fijación en paraformaldehído. Incluso la ausencia de tratamiento de fijación 

no consiguió abolir la intensa auto-fluorescencia observada en los tejidos del 

organismo lo que sugiere que el estrés y muerte generados asociados a la 

metodología expuesta podría desencadenar la exposición de moléculas 

fluorescentes en regiones específicas del juvenil. La auto-flurescencia en F. 

hepatica está caracterizada para la cubierta externa de la forma quística y en 

los gránulos vitelianos del adulto. En la forma quística de Sphaeridioterma 

globulos (trematodo parásito) se ha caracterizado a través de ensayos 

histoquímicos la presencia de una lipofuscina (Huffman, 1985) Por otro lado, se 

ha identificado lipofuscinas auto-fluorescentes en una variedad de células 

eucariotas, éstas se encuentran asociada a procesos de estrés y daño 

oxidativo y además constituyen un tipo de marcador asociado al envejecimiento 

celular (Höhn et al, 2012). En nematodos se ha descrito la acumulación de 

lipofuscinas en el instestino como resultado de la inducción de estrés oxidativo 

(Yu et al, 2011). Hasta la fecha, no hay registros de la misma para F. hepatica, 

si bien se han identificado en el transcriptoma una series de lipoproteínas 

expresadas de forma diferencial asociadas a los estadios juvenil, inmaduro y 

adulto (Robinson et al, 2009). 
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Una de las alternativas a la inmunofluorescencia más comúnmente utilizadas 

es la inmunohistoquímica. Los ensayos de inmunohistoquímica llevados a cabo 

sobre los tejidos previamente permeabilizados de JRDs revelaron una 

reactividad diferencial del grupo experimental con mayor protección respecto al 

control. Esta reactividad se observa principalmente en la zona anterior del 

juvenil en regiones asociadas a la ventosa oral y región intestinal anterior del 

parásito. También se observa reactividad, aunque en menor grado en otras 

localizaciones aleatorias del juvenil. El reconocimiento de los anticuerpos 

generados en la inmunización contra FhLAP se corresponde con los datos 

previamente obtenidos sobre los tejidos del adulto a partir de ensayos 

histoquímicos, los que revelaron la presencia de actividad leucina 

aminopeptidasa en la zona del lúmen del intestino y en menor proporción en el 

tegumento (Acosta et al, 1998).  

El mecanismo protector propuesto generado por la inmunización con enzimas 

proteolíticas es la inhibición de la actividad  por medio de los anticuerpos 

específicos inducidos (Wu et al, 2007). En el caso de FhLAP, durante el primer 

ensayo con la forma nativa se reportó la existencia de una fuerte inhibición de 

la actividad enzimática por incubación con IgG purificadas provenientes de los 

sueros hiperinmunes de los animales vacunados (Piacenza et al, 1999). 

Aprovechando los disímiles resultados en la protección obtenidos en el 

presente ensayo se llevó a cabo un ensayo similar para determinar si los 

pooles de sueros de los animales correspondientes a los distintos grupos 

experimentales tenían la capacidad de bloquear la actividad de la enzima. Para 

ello se incubó FhLAPr activada con MnCl2 con pooles de sueros de cada uno 

de los grupos inmunizados con FhLAP-Trxr y uno de los grupos control con 
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suero pre-inmune. Se observó que los sueros de todos los grupos 

experimentales no fueron capaces de inhibir la actividad enzimática sobre el 

Leu-AMC y no se observaron diferencias significativas respecto al grupo pre-

inmune y al control sin anticuerpos.  

 

En definitiva, se observó que existe una correlación inversa significativa entre 

los niveles de anticuerpos IgG anti-FhLAP-Trxr e IgG1 con la cantidad de 

gusanos recuperados en la necropsia. Sin embargo, la respuesta fue 

predominantemente Th2/Th1 a lo largo de las semanas para todos los grupos.  

Por otro lado, hubo un aumento en los niveles de anticuerpos anti-FhLAP-Trxr 

en el grupo Al(OH)3 en el esquema de dos refuerzos que presentó los menores 

porcentajes de reducción parasitaria. En este mismo grupo se observó  que 

luego del desafío hubo una inversión en los niveles de las subclases, pasando 

a predominar IgG2 sobre IgG1. Esto contrasta con la evidencia que se ha 

acumulado en distintos ensayos de vacunación de que los niveles significativos 

de protección frente a F. hepatica están asociados a una respuesta Th1. Estos 

factores o la combinación de ellos pudieron haber tenido un impacto negativo 

sobre la protección frente al parásito. Sin embargo, no es posible basarse 

únicamente en la respuesta humoral para predecir la reducción de la carga 

parasitaria. 

Finalmente, se constató que hay una reactividad diferencial sobre los tejidos 

del JRD por parte de los sueros del grupo de mayor protección respecto del 

suero pre-inmune. Sin embargo, los sueros del ensayo no fueron capaces de 

bloquear la actividad de la FhLAPr in vitro. 
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5.1 Perspectivas. 

Dado el fracaso del esquema de dos refuerzos, una de las alternativas que se 

plantean es la modificación del esquema de vacunación permitiendo un lapso 

de tiempo mayor entre el primer y segundo refuerzo. La FhLAPr utilizada con 

Adyuvac 50 en el esquema de un refuerzo mostró los mejores resultados en 

cuanto a protección contra la fascioloisis ovina. Debido a que ya se tiene 

disponible la proteína FhLAPr sin la proteína de fusión Trx sería conveniente 

llevar a cabo un nuevo ensayo de vacunación utilizando el antígeno sin la 

proteína fusionada. A partir del mismo sería útil el análisis de la respuesta 

celular (reclutamiento de eosinófilos, mastocitos y basófilos) y de las citoquinas 

expresadas semana a semana para tratar de dilucidar con mayor exactitud que 

células intervienen en el proceso de protección, en qué momento del ciclo de 

vida del parásito actúan y qué función desempeñarían. En cuanto a la 

respuesta humoral, sería interesante profundizar en el conocimiento del rol de 

los anticuerpos IgA e IgE en el ensayo de inmunización con un antígeno de 

estas características. 

Otras proteínas demostraron tener un nivel interesante de protección contra F. 

hepatica, por lo que una de las perspectivas más interesantes es la 

inmunización con FhLAPr en combinación con otros antígenos. Es regla 

general que una ruta metabólica no depende únicamente de una actividad 

enzimática en especial en sus pasos clave. Por lo que sería más efectiva una 

vacuna que ataque distintos blancos fundamentales para la sobrevida del 

parásito. 
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Dada la disponibilidad de herramientas de biología molecular e Inmunología es 

posible la producción de un antígeno quimérico conteniendo determinantes 

antigénicos de distintas proteínas. 
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